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Lorsqu’on a connu la clarté d’esprit, la puissance d’action et de 
travail, le courage civique et l’intrépidité de Charles Dopter, on ne 
peut se défendre d’une émotion douloureuse a la pensée qu’il n’est 
plus. 

Cet homme fort reste cependant parmi nous, il laisse un message 
inscrit dans son ceuvre scientifique, dans les traditions qu’il a 
instaurées ou maintenues, dans le don de lui-méme a la Science, 
a notre Institution, au corps de Santé militaire. 

L’ceuvre de Ch. Dopter a, dans le domaine de la microbiologie, 
de l’épidémiologie, de Vhygiéne et de la clinique des maladies 
infectieuses, un caractére homogéne et construit, qu’expliquent la 
personnalité du savant, ainsi que les résonances réciproques de 
ses activités scientifiques et médico-militaires. Ch. Dopter dispo- 
sait d’une acuité de pensée et d’une rigueur de technique qui 
expliquent son orientation vers la bactériologie et l’anatomo- 
pathologie ; ce versant de sa personnalité s’articulait avec une 
aptitude a la généralisation et a la connaissance des grands plans 
des problémes scientifiques qui, renforcées par sa qualité de 
médecin militaire appelé a confronter les collectivités humaines 
avec les agents pathogénes, le conduisirent vers l’épidémiologie 
et vers l’hygiéne. Son caractére net et droit et son sens des 
responsabililés formérent l’officier et l’administrateur 
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Charles Dopter, issu d’une lignée de Parisiens de Paris, naquit 
lui-méme a Paris le 12 février 1873. Entré a l’ Ecole du Service de 
Santé militaire de Lyon en 1893, il prit son grade de Docteur en 
Médecine en 1896 et sortit de l’Ecole d’Application du Service de 
Santé du Val-de-Grace, quatriéme de sa promotion, en 1897. 

Son orientation vers la microbiologie, dont la destinée prodi- 
gieuse s’affirmail, et vers l’épidémiologie, était déja évidente 
pendant son stage d’officier-éléve, et, jeune aide-major, il fut 
affécté au Laboratoire de Bactériologie du Val-de-Grace. Admis 
au Concours d’agrégation du Val-de-Grace en 1903, il prit, en 
charge, de 1904 4 1908, le laboratoire de bactériologie, le 
Service des maladies contagieuses de ect hdpital et Penseignement 
relatif aux maladies et épidémies des armées. 

Xemarqué par Monsieur Roux, il est appelé en 1910 a |’Institut 
Pasteur, ott un Jaboratoire lui sera affecté, et ot il participera aux 
recherches et a l’enseignement du Cours supérieur de Microbio- 
logie, tout en conservant son activilé médico-militaire. 

Nommé Professeur a Ecole d’application du Service de Santé 
militaire du Val-de-Grace (Chaire des maladies et épidémies des 
Armées), en 1913, il est envoyé, dés le début de la Guerre de 1914- 
1918, en mission spéciale au Grand Quartier Général, 4 Chantilly, 
pour toutes les queslions techniques concernant Vhygiéne, |’épi- 
démiologie et Ja prophylaxie des maladies infectieuses ; il assu- 
mera cetle charge écrasante avec une compétence, un allant, une 
efficacilé et une autorilé, unanimement reconnus, jusqu’a lVarmis- 
tice de novembre 1918. 

Klu Membre de l’Académie de Médecine dans la_ section 
d'ilygiéne en 1918, il est appelé en 1920 a cette belle chaire d’épi- 
démiologie du Val-de-Grace qui est le couronnement des grandes 
earri¢res médicales militaires. 

Directeur du Service de Santé de I’Armée francaise d’occu- 
pation en Allemagne, Directeur de l’Ecole d’Application du 
Service de Santé militaire, Directeur du Gouvernement militaire 
de Paris en 1928, il aceéde enfin, en 1930, au sommet des respon- 
sabilités et de la hiérarchie en prenant la direction du Service de 
Santé du Ministére de la Guerre (7° Direction) et recoit la dignité 
de Grand Officier de la Légion @honneur. En 1935, Charles 
Dopter entre dans le cadre de réserve des Officiers généraux et, 
en 1937, il est appelé au Conseil d’Administration de |’ Institut 
Pasteur. Charles Dopler ignorait le sens du mot retraite. 


* 
xk * 
L’ceuvre scientifique de Dopter est assise sur trois bases 


majeures : 1° Videntification des quatre types de méningocoques 
et la préparation des sérums anti-méningococciques polyvalents et 
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électifs ; 2° l’épidémiologie et l’anatomie pathologique de la 
dysenterie amibienne ; 3° la démonstration du pouvoir pathogéne 
expérimental des bacilles dysentériques, l’étude de l’entérotro- 
pisme et du neurotropisme de l’extrait de ces bacilles, la prépa- 
ration du sérum antidysentérique Shiga, 4 l'Institut Pasteur. 

Les travaux de Dopter sur les méningococcies ont pour origine 
la mission en Allemagne que lui confia, en 1910, Emile Roux 
pour confronter les travaux de l'Institut Pasteur sur les ménin- 
gocoques avec ceux de l'Institut Bactériologique de Berlin, 
confrontation pertinente et fructueuse. Dés son retour en France, 
Dopter, partageant a l'Institut Pasteur, avee Salimbeni, un labo- 
ratoire de recherches, montre d’abord que toutes les souches de 
méningocoques ne sont pas agglutinées par un méme_ anti- 
sérum, puis il établit avec Pauron — notion fondamentale — qu'il 
existe quatre types de méningocoques : un méningocoque et des 
para-méningocoques g, 6 et + qui deviendront les méningocoques 
A, B, C et D de la classification de Nicolle, Debains et Jouan. 
Considérant le probléme sur le plan thérapeutique et pratique, il 
montre que, pour étre efficace, le sérum A utiliser contre la ménin- 
gite cérébro-spinale doit correspondre au type de méningocoque 
que l’on veut combattre et il prépare a l'Institut Pasteur un sérum 
anti-méningococcique polyvalent et des sérums anti-méningococ- 
ciques A, B et C ; il met ainsi a la disposition des malades et des 
médecins une médication efficace, au moment oti la sérothérapie 
anti-méningococcique subissait de vives critiques, justement du 
fait d’une inégalité d’action résultant de la diversité des souches. 
(est encore a lui que l’on doit la découverte de la présence des 
méningocoques dans le rhino-pharynx des convalescents et de 
certains porteurs sains et son importance épidémiologique. 

Les travaux de Dopter sur les méningococcies sont regroupés 
dans deux de ses ouvrages devenus classiques : « L’infection 
méningococcique » (1921) et « Le traitement de la méningite 
cérébro-spinale » (1936). 

Au début de ce siécle, la dysenterie amibienne — le terme d’ami- 
biase n’était pas encore créé — apparaissait classiquement 
comme une maladie strictement exotique. Dopter en diagnostiqua 
plusieurs cas parmi ses malades métropolitains et coloniaux du 
Val-de-Grace et, en 1904, il montra le premier, qu’il peut exister 
en France une amibiase autochtone. Lorsque apparaitra, pendant 
la « Grande Guerre », en 1915, l’épidémie d’amibiase intestinale, 
si bien éludiée par P. Ravaut, qui se développa dans les contin- 
gents militaires en contact avec des troupes coloniales, pendant la 
campagne des Flandres, Dopter n’en sera pas surpris. . 

L’épidémiologie, l’anatomie pathologique, la clinique, la théra- 
peutique et la prophylaxie de l’amibiase, dont il avait une connais- 
sance trés approfondie, bénéficiérent de ses recherches ; il montra, 
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en particulier, la différence fondamentale qui existe entre lulcé- 
ration profonde, suppurative et décollée, en « bouton de 
chemise », de la dysenterie amibienne et lulcération superficielle, 
érosive et abrasée de la dysenterie bacillaire ; il établit que la 
pénétration de l’amibe dysentérique a travers la muqueuse intes- 
tinale peut se faire, soit par cheminement dans les glandes de 
Lieberkuhn, soit a travers les fascia périglandulaires ; 11 démontra 
expérimentalement le tropisme de V’amibe dysentérique pour la 
bilirubine, et les relations possibles de cet acte biologique avec 
les localisations hépatiques de la maladie ; il fut, avee C. Mathis, 
en particulier, parmi les auteurs qui établirent le rdle de la flore 
bactérienne associée a l’amibe dysentérique dans la pathogénie de 
Vamibiase. 

L’étude de la dysenterie amibienne conduisit Dopter a celle de 
la dysenterie bacillaire. I] établit d’abord expérimentalement avec 
Vaillard le réle pathogéne du bacille de Shiga chez le lapin et 
chez le chien ; il vit que le bacille injecté sous la peau ou dans 
les veines, chez animal, détermine des lésions inflammatoires et 
uleéreuses au niveau du gros intestin et des altérations nécro- 
tiques de la substance grise du systeme nerveux ; 11 montra que 
les bacilles tués par la chaleur ou le chloroforme ont le méme 
pouvoir pathogéne que les bacilles vivants et que ceux-ci contien- 
nent une toxine. En outre, Dopter démontra avec Repaci, en 1909, 
que la dysenterie bacillaire peut étre conférée expérimentalement 
au lapin par ingestion de bavilles de Shiga. 

Devant la tendance qui sévissait alors de démembrer |’ étiologie 
des dvsenteries bacillaires, Ch. Dopter réagit et sut faire admettre 
que tous les agents étiologiques de la dysenterie bacillaire appar- 
tiennent & un méme groupe, celui des bacilles dysentériques, 
comprenant un bacille dysentérique vrai, toxique, le bacille de 
Shiga isolé par Chantemesse et Widal, en 1888, et bien étudié 
par Shiga, ultérieurement, et un sous-groupe contenant les bacilles 
de Flexner, de Hiss et de Strong. Le sérum anti-dysentérique 
Shiga, de l'Institut Pasteur, fut préparé au laboratoire de Dopter ; 
c’est lui qui en fixa Ja technique de préparation, les indications 
curalives et préventives, et la posologie. 

In dehors de cette ceuvre fondamentale, on doit aussi A Dopter 
d’importantes données acquises avec la collaboration de Sicard et 
Repaci, en 1905, sur infection ourlienne, le cyto-diagnostic des 
oreillons et la méningite lymphocytique ourlienne. 

L’enseignement de Charles Dopter et sa contribution au mou- 
vement médical contemporain dans le domaine de la pathologie 
infectieuse et de la microbiologie sont condensés dans deux 
ouvrages classiques : « Le Traité d’Epidémiologie » auw’il écrivit 
avec de Lavergne, inspiré de son cours du Val-de-Grace, et un 
« Précis de Bactériologie » rédigé avee la collaboration de 
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Sacquépée. Dopter écrivil, en outre, les articles sur la ménin- 
gococcie, sur la dy senterie amibienne et sur la dysenterie bacil- 
laire publiés dans le « Traité de Médecine » de Widal, Roger et 
Teissier. 

Son souci de la protection de la santé du soldat, joint a sa dispo- 
sition naturelle de prendre une large vue des problemes sanitaires 
le conduisirent a publier, en collaboration avec Rouget, en 1906, 
un « Traité d’Hygiéne alimentaire » et en 1907, un « Traité 
d’Hygiéne militaire » dont les bases sont demeurées. 

Travailleur sans renoncement, Dopter avait achevé, quelques 
mois avant sa fin, un traité de l’amibe dysentérique et de l’ami- 
biase, rédigé en collaboration avec nous-mémes, qui sera présenté 
dans peu de temps aux médecins et aux biologistes. 


* 
x* 


Dans le privé, Ch. Dopter était concis, objectif, gai et d’une 
simplicité supérieure qui imposait l’attention et la considération. 
Dans le Service, son sentiment des responsabilités et des devoirs 
de sa charge entrainait de sa part de légitimes exigences, toujours 
pondérées, d’ailleurs, par son esprit d’équité, son non-confor- 
misme et une notion du relatif qu’apportait sa connaissance 
étendue des sciences expérimentales et de leurs disciplines. 


Le livre d’une vie si pleine et si droite n’est pas fermé, la pensée 
et l’enseignement de Charles Dopter restent présents dans son 
ceuvre et dans ses exemples et ceci est le réconfort de ceux qui 
furent ses amis, ses collaborateurs et ses éléves. 


STABILITE DES TYPES BACTERIOPHAGIQUES 
DE SALMONELLA PARATYPHI B 
ET VALEUR EPIDEMIOLOGIQUE DE LA LYSOTYPIE 
PAR LA METHODE DE FELIX ET CALLOW 


par P. NICOLLE, A. JUDE et R. BUTTIAUX (*). 


(Institut Pasteur de Paris [Service du Bactériophage]. 
Laboratoire central de Bactériologie de VArmée et Institut Pasteur 


de Lille.) 


Depuis Sonnenschein (1925, 1928), on s’est efforcé de trouver, 
pour de nombreuses bactéries, des bactériophages permettant, 
par leur diversité d’action, de classer les souches d’une méme 
espéce en types netlement définis. 

Dans la pratique, les résultats furent souvent décevants : les 
bactériophages séparaient parfois des échantillons recueillis dans 
un méme foyer épidémique, alors quwils se montraient incapables. 
au contraire, dans d’autres cas, d’indiquer des différences entre 
des souches de provenances variées. 

Craigie et Yen (1938), mirent a profit le remarquable pouvoir 
d’adaptation d’un baclériophage, le phage II, actif exclusivement 
sur les bacilles typhiques possédant l’antigéne Vi. Us obtinrent, 
en régénérant ce phage sur un certain nombre de bacilles, des 
« préparations bactériophagiques » douées chacune d’un haut 
degré de spécificité vis-a-vis de lun des divers types de l’espéce 
Salmonella typhi. Pratiquement, tous les bacilles fraichement 
isolés de l’organisme sont riches en antigéne Vi. Rares sont done 
ceux qui ne peuvent pas étre caractérisés. 

Actuellement, on compte 24 types et sous-types : A, B,, B., Ba, 
C, Dys.D,,. Dig, Diasec Has Higeetty aloe att mice Lael meena 
Oar 

Le tres grand intérét de la méthode réside dans le fait que les 
types ainsi individualisés sont stables (1) : le type du bacille 
isolé chez un individu (malade, convalescent, porteur de germes) 

(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% juin 1950. 

(1) La stabilité des types bactériophagiques de S. typhi est en effet 
bien établie. Cependant, on admet qu’il puisse y avoir parfois passage 
dun sous-type & un autre sous-type, par exemple de E, en E, ou inver- 


sement. Cette éventualité doit étre malgré tout assez rare (Craigie et 
Felix, 1947). 
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se retrouvera pour tous les bacilles recuceillis chez les malades 
contaminés par ce dernier. La détermination des types bactério- 
phagiques, ou lysotypie (2) est done un précieux auxiliaire pour 
Vépidémiologiste. Elle permet de suivre la filiation des cas, de 
déceler l’existence de plusieurs foyers dans une région d’endé- 
micité typhoidique, d’établir la responsabilité d’un porteur de 
germes dans l’apparition de plusieurs cas groupés (3). Sa valeur 
épidémiologique a été amplement démontrée par les beaux tra- 
vaux de Craigie, de Felix, de Desranleau et de leurs collabo- 
rateurs et par les publications d’un grand nombre d’épidémio- 
legistes. La lysotypie de S. typhi est maintenant appliquée 
officiellement en Angleterre, au Canada, aux Etats-Unis et dans 
quelques autres pays (4). 

Felix et Callow (1943) ont mis au point une méthode de « lyso- 
typie » de Salmonella paratyphi B se réclamant du méme prin- 
cipe. Les « lysotypes » Vi de cette espece sont beaucoup moins 
nombreux que ceux de S. typhi. Actuellement, on en admet 8, 
plus 1 groupe : ce sont les types 1, 2, 3a, 3aI1, 3b, Beccles, 
Taunton, Dundee et le groupe Z comprenant les bacilles non 
caractérisables [Felix et Callow, 1950] (5). ; 

Les pourcentages de fréquence des types de S. paratyphi B, 
calculés non d’aprés le nombre des cultures lysotypées, ni celui 
des cas, mais d’aprés le nombre des « foyers d’infection », en 


(2) La détermination des types bactériophagiques au moyen de bactc- 
riophages spécifiques est connue, dans les textes anglo-saxons, sous le 
nom de « phage-typing ». Les auteurs de langue francaise, s’ils veulent 
éviter une longue périphrase écrivent parfois « typage » ou « typation ». 
Ces termes sont disgracieux. Ils laissent ignorer, au surplus, que l’opé- 
ration se fait au moyen des bactériophages. i 

Nous proposons donc le mot nouveau de lysolypie. Le radical « lyso » 
implique l’idée du bactériophage, par exemple dans « lysogeéne » 
(qui donne naissance a un bactériophage), dott lon a tiré « lysogé- 
néité » ou « lysogénie » (fonction d’une bactérie lysogéne), « lysosen- 
sible » et « lysorésistant » (qui subit laction lylique d’un_bacté- 
riophage ou qui lui échappe), etc. Cette habitude vient sans doute Ue 
ce que les bactériophages sont appelés par certains auteurs eae 
ou agents lytiques » (Bordet, Wollman). La « lysotypie » signifie Sls a 
« typie » (c’est-a-dire la détermination des types) par les bactériophages. 

(3) Cf. G. Renoux. Voir bibl. 

(4) Cf. P. Nicolle et A. Jude. Voir bibl. : 

(5) Le Comité international de la lysolypie de S. RENE age - 
typhi B, qui doit se réunir a Rio-de-Janeiro en aotit 1950, a 1 hs a 
Congrés International de Microbiologie, examinera la Sak Rae bene 
tuelle de plusieurs nouveaux types non encore officiels, ee ee 
le type Dundee, mentionné ici, et les types ees ee 
pour S. paratyphi B et les types 25 (Lie), 26 (Clark), 27 (Scholtens), 


(Scholtens) et 29 (Borman) pour S. typhi. 
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France pendant les douze mois écoulés entre le 1° mai 1949 et 
le 30 avril 1950, ont été les suivants : 

Type 1 : 1,4; type 2 : 0; type Sa + 0,855. type dal > 1,45 
type 3b : 0,385; type Beccles : 9; type Taunton : 43; type 
Dundee : 43; groupe Z (cultures non caractérisables) : 1,5. 

On le voit, le nombre des cultures non caractérisables a été 
remarquablement faible (1,5 p. 100). Cependant nos résultats 
avaient été assez peu encourageants au début : presque toutes les 
cultures soumises a la lysotypie avaient da étre considérées comme 
non caractérisables (groupe Z). Il est vrai que nous ne disposions 
i celle é6époque que des 5 premiers phages, pourtant suffisants 
pour la presque totalité des cultures isolées en Grande-Bretagne. 
La situation changea dés que nous rectimes les phages Vi Beccles 
et Taunton que le D? Felix et miss Callow nous envoyérent aima- 
blement en mai 1949, bien qu’ils n’eussent pas encore publie leur 
schéma de lysotypie avee ces nouveaux phages. Malgré une amé- 
lioration évidente, il restait encore une proportion trop considé- 
rable de cultures non caractérisables. Un grand nombre de ces 
derniéres, provenant des régions les plus diverses de France, 
furent envoyées alors 4 Londres et la presque totalité de ces 
cultures furent reconnues par les auteurs de Ja méthode, comme 
appartenant 4 un nouveau type, le type Dundee, dont le phage 
spécifique n’avait pas encore été distribué. Donec, sans lutilisa- 
lion des 3 nouveaux phages (Beccles, Taunton et Dundee), 
presque totalilé des cultures isolées en France au cours de l’en- 
démo-épidémie de 1949-1950 n’eut pu étre lysotypée. 

Les résultats annoncés par Felix et ses collaborateurs établis- 
sent d’une maniére incontestable que la valeur épidémiologique 
de cetle nouvelle méthode ne le céde en rien a celle de la méthode 
de Craigie. Cependant, les publications qui lui ont été consacrées 
jusqu’& présent sont encore peu nombreuses et nous pensons 
quil n’est pas sans intérét d’apporter, au sujet de la parfaite 
stabilité des types, notre contribution personnelle. Celle-ci 
s’appule sur une expérience comprenant environ 1.500 cultures 
de S. paratyphi B, isolées au cours de l’endémo-épidémie impor- 
tante qui sévit en France depuis plus d’un an. Nous ne pouvons 
donner ici que nos conclusions. Un mémoire comportant les 
détails de nos résultats sera publié ailleurs. 


1° INVARIABILITE DU TYPE BACTERIOPHAGIQUE DES DIVERSES 
CULTURES ISOLEES CHEZ UN MEME MALADE. Trés souvent, nous 
avons pu « lysotyper » un certain nombre de cultures isolées 
chez un méme individu au cours de l’évolution de sa maladie et 
de sa convalescence. Quel qu’ait été le mode d’isolement (hémo- 
cullure, coproculture, culture de l’urine, culture de la bile, ete me 
ls type des différents bacilles est resté le méme. Ces observations 
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ecncernent les types Dundee, Taunton et Beccles, qui sont le 
plus fréquemment rencontrés en France actuellement. L’occasion 
nous a manqué, en raison de leur rareté relative, de vérifier le 
méme fait pour les autres types. 

Il ne s’est présenté a la régle de Vinvariabilité du type chez 
un méme malade, qu’une seule série d’exceptions : c’est lors- 
quune culture, isolée généralement des selles, était conta- 
minée par un bactériophage (6). On s’en apercevait presque 
toujours par la présence de plages dans la couche bactérienne 
en dehors des limites atteintes par I’étalement des gouttes des 
bactériophages-type. La culture contaminée n’appartenait plus 
au méme type que les autres cultures provenant de ce malade. 
Elle entrait dans le groupe Z, c’est-a-dire qu’elle n’était lysée que 
par le bactériophage anti « O », qui n’est spécifique d’aucun 
type, et parfois elle se montrait méme insensible a ce phage. 

Mais il suffisait de la débarrasser de son bactériophage de 
contamination par quelques repiquages sur une gélose un peu 
séche ou en la cultivant en présence de formol pour qu'elle 
donnat a son tour les réactions du type auquel appartenaient les 
autres souches du méme malade. 


2° PERMANENCE DU TYPE DU BACILLE PARATYPHIQUE B CHEZ LES 
PORTEURS DE GERMES PENDANT TOUTE LA DUREE DU PORTAGE. — Le 
bacille de chaque malade devenu porteur de germes, dans toutes 
nos observations, appartenait au méme type que les bacilles 
isolés au cours de la maladie. 

Des malades devenus porteurs, ainsi que des porteurs sains, 
sans antécédents connus d’infection paratyphoidique, furent suivis 
pendant plusieurs mois et, dans plusieurs cas, pendant plus dun 
an. Le type des bacilles isolés au cours de leur portage n’a jamais 
subi de changement. I] s’agissait notamment des types 1, Taunton, 
Beccles et Dundee. 


3° STABILITE DU TYPE BACTERIOPHAGIQUE de S. paratyphi B pans 
UN MEME FOYER EPiEMIQUE. — Chaque fois qu’un foyer épidé- 
mique bien délimité a été étudié, tous les malades fournissaient 
des souches d’un méme type. 


Premier exemple : Dans le département du Nord, au cours de lété 


(6) Il ne faut pas confondre cette contamination « accidentelle », géné- 
ralement facile A guérir, d’une culture par un bactériophage avec la lyso- 
généité, fréquente chez S. paratyphi B (Nicolle, Grabar et Gibert, 1946) 
qui est la propriété permanente, potentielle ou effective, d’émettre du 
bactériophage dans le milieu. Une telle culture n’est pas, dans les condi- 
tions normales, sensible 4 son propre bactériophage. Aucun procédé, 
d’aprés F. M. Burnet (voir bibl.), ne peut lui faire perdre sa fonction 
lysogéne. 
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1949, 3 localités assez voisines furent atteintes par la fiévre para- 
typhoide 

A Bailleul, il s’agissait d’une importante épidémie dans un asile de 
femmes aliénées. 62 souches de S. paralyphi B furent isolées. Toutes 
appartenaient au type Taunton, a lexceplion d’une seule culture 
provenant d’une malade qui avait déja fourni 4 cultures du_ type 
Taunton. Cette culture aberrante donnait les réactions du groupe Z. 
Elle était contaminée par un bactériophage et aprés l’un des traite- 
ments mentionnés plus haut, elle est rentrée dans la norme. 

Huit souches furent recueillies dans le petit groupement épidémique 
d’Orchies. Toutes étaient du type Dundee. 

Enfin, & Saint-Amand, sur 8 souches isolées, 7 furent classées dans 
le type Beccles. La huiti¢me était sous la forme « rough » et, de ce fait, 
ne pouvait pas étre caractérisée par les baclériophages. 

Voila donc, & quelques vingtaines de kilométres de distance, de nom- 
breux cas qui sont apparus presque simulltanément. Ces cas sont-ils dus 
4 Vextension d’un foyer épidémique commun ? Non, car la lysotypie a 
permis de conclure a l’existence de 3 foyers distincts n’ayant aucune rela- 
tion entre eux, en dehors, bien entendu, des facteurs météorologiques 
communs, notamment la grande sécheresse de l’été 1949. 

Notons qu’a la méme époque, dans une grande Ville comme Lille, 
on trouvait simultanément 4 types bactériophagiques de 8S. para- 
typhi B : les types 1, Beccles, Taunton et Dundee. 

Deuxiéme exemple ; Prés de Bordeaux, une importante épidémie dans 
un camp militaire survenue en juin 1949 chez des recrues non encore 
vaccinées, a perinis d’isoler 36 souches. Toutes étaient du type Dundee. 
Quelque temps auparavant un petit foyer épidémique avait fait son 
apparition dans la population civile de Bordeaux. Les 15 souches 
recueillies appartenaient également au type Dundee. 

Troisitéme exemple : Contamination familiale. — L’enfant B... est 
scigné au Val-de-Grace en octobre 1946 pour une fiévre para- 
typhoide. Deux cultures sont isolées, l’une par hémoculture, l’autre 
par coproculture, Toutes les deux sont du type Taunton. Le pére, 
manifestement contaminé par l’enfant, est hospitalisé 4 son tour en 
novembre 1946. Une hémoculture permet d’isoler un bacille du type 
Taunton. 

Quatriéme exemple : Le militaire V... entre au Val-de-Grace pour une 
fievre paratyphoide en mai 1947. Son bacille isolé par coproculture est 
du type Beccles. Aprés guérison, il reste porteur de germes (copro- 
culture = b. paratyphique B, type Beccles). Ce militaire était tombé 
malade aprés une permission passée auprés de sa femme dont il est 
habituellement éloigné. Une coproculture faite chez cette derniere a 
montré la présence d’un bacille paratyphique B, type Beccles. M™e V... 

vail fait une fiévre paratyphoide B en aofit 1946. Elle était donc restée 
porteuse de germes et avait contaminé son mari. 

Cinguiéme exemple : En 1947, 5 personnes de la famille L... sont 
atteintes de fiévre paratyphoide 4 la suite de Vingestion de radis. Seule 
la mére, qui n’en avait pas mangé, échappe A la contamination, Le 
pere et ses deux fils sont hospitalisés au Val-de-Grace. Hémocultures et 
coprocultures pratiquées chez ces 3 malades permettent d’isoler 5 cultures 
de b. paratyphique B, toutes de type Dundee. 
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Nous pourrions multiplier a l’infini les exemples d’épidémies 
de famille, de collége, de caserne, de village, de quartier : dans 
chaque foyer, les bacilles isolés se classaient dans le méme type 
bactériophagique. 


4° INVARIABILITE DU TYPE BACTERIOPHAGIOUE AVANT, PENDANT ET 
APRES LE TRAITEMENT PAR LA CHLOROMYcETINE. — Dans la majorité 
des cas, les hémocultures et les coprocultures des malades atteints 
de fiévre paratyphoide B deviennent négatives dés le début de 
l'administration de la chloromycétine. Le bacille demeure indé- 
celable pendant toute la durée du traitement et, en général, il ne 
reparait plus. 

Mais il arrive que les coprocultures restent positives pendant 
plusieurs jours. Dans d’autres cas, elles ne cessent pas de |’élre, 
ou bien aprés une période plus ou moins longue de négativité, 
elles révélent & nouveau la présence du hbacille dans V’intestin 
sans que l’état du malade en soit affecté. Enfin, il survient parfois 
des rechutes avec réapparition du germe dans le sang et dans 
les selles. 

Nous nous sommes demandé ce qu’il advenait du type bacté- 
riophagique de ces divers bacilles ayant subi l’action de la chlo- 
romycétine in vivo. Nous ne disposons encore que d'une dizaine 
d’observations ; mais les résultats en sont trés nets : dans tous 
les cas, y compris celui d’un malade resté porteur de germes 
aprés une rechute et un deuxiéme traitement a la chloromycé- 
tine (7), le type bactériophagique est demeuré invariable. I: 
s’agissait des types 1, Taunton et Dundee. 


5° STABILITE DES TYPES BACTERIOPHAGIQUES DES CULTURES SOU- 
MISES A UNE SEVERE SELECTION « IN viITRO ». — Les cultures issues 
de colonies isolées d’une souche de S. paratyphi B se compor- 
tent, vis-a-vis de l’action lytique des bactériophages paratyphi- 
ques type, d’une maniére parfaitement homogéene. On ne trouve 
jamais, chez cette espéce, les différences de lysosensibilité qut 
apparaissent si souvent parmi les colonies d’une meme souche 
de S. typhi soumises 4 la lysotypie par les bactériophages 
typhiques Vi (Nicolle, Jude et Le Minor, 1950). . 

Mais le choix de colonies, méme nombreuses, sur une piaque 
de gélose, n’est pas un moyen suffisant pour l’obtention de 
mutants éventuels différents dans leur lysosensibilité. 

Nous avons done utilisé divers procédés de sélection ne laissant 
subsister qu’une trés faible proportion d’éléments bactériens. 


(7) Malade de l’hdépital Claude-Bernard, service du professeur Mollaret. 
Nous adressons nos remerciements au professeur Mollaret pour avoir 
bien voulu nous permettre de recueillir des renseignements épidémiolo- 
giques chez les malades de son service. 
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a) Vieillissement et dessiccation. — Des cultures, sur gélose 
inclinée, de S. paratyphi B, appartenant aux types 1, Beccles, 
Taunton et Dundee, ont été laissées, sans capuchon de caoul- 
choue, a la température du laboratoire, pendant six mois. A ce 
moment, la gélose était racornie en une mince pellicule ambrée. 
Apres addition d’eau peptonée et séjour de vingt-quatre heures 
®» Vétuve, les quelques bacilles restés vivants ont proliféré. Aprés 
verification de la pureté des cultures, on en a déterminé le type. 
Chacune de ces cultures, ainsi vieillies et desséchées, avait gardé 
son type initial. 

b) Sélection par chauffage « 60° C. — Des suspensions en eat 
peptonée de cultures des types 1, Beccles, Taunton et Dundee, 
sont chauffées au bain-marie a 60° C pendant des temps variant 
de cing A trente minutes. La diminution du nombre des germes 
vivants est trés importante puisque au leu de donner des cultures 
en nappe continue sur boite de gélose comme elles le faisaient 
avant le chauffage, les suspensions chauffées ne fournissent plus 
quun nombre réduit de colonies (de 100 environ a quelques 
unités). Les cultures obtenues a partir de ces*colonies isolées 
apparliennent aux types bactériophagiques respectifs des souches 
avant le chauffage (8). 

c) Sélection par la streptomycine. — Au centre d'une boite de 
eélose préalablement ensemencée avec S. paratyphi B, type 1, 
on dépose I goutte d’une solution faible de streptomycine. Aprés 
quarante-huit heures d’étuve 4 37° C, la zone centrale, qui reste 
dénudée par suite de leffet antibiotique de la streptomycine, se 
montre bordée de deux ou trois rangées d’assez grosses colonies 
slreptomycino-résistantes. Ces colonies donnent des cultures du 
type 1. 

Dans d’autres expériences portant toujours sur une souche du 
type 1, la culture répétée a plusieurs reprises sur un milieu a 
la streptomycine, n’a pas fait changer le type bactériophagique, 
tandis que le degré de streptomycino-résistance a augmenté dans 
des proportions considérables. 

Plusieurs tentatives pour obtenir des mutants chloromycétino- 
résistants par le méme procédé ont échoué. La culture prélevée 
a lextréme limite de l’action antibiotique compatible avee la 
survie de quelques germes avait gardé le méme type que la 
culture initiale (9). 


(8) Notons seulement que, dans quelques cas, les réactions secon- 
daires, c’est-d-dire les réactions avec les phages non spécifiques du type 
envisagé, ont été différentes de ce qu’elles étaient pour les cultures ini- 
tiales, ce qui semble indiquer l’existence d’une mutation (spontanée 
ou induite) dont le chauffage serait le moyen de mise en éyidence. 

(9) Ces expériences ont été faites, A notre demande, par E. Edlinger 
dans le service du Bactériophage de l'Institut Pasteur. 
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d) Sélection par le formol. — Les germes survivant a l’action 
du formol sur boite de gélose conservent le type bactériophagique 
auquel appartenait la souche (type Taunton). 

e) Sélection par les bactériophages. — Des cultures des types 1, 
Beccles, Taunton et Dundee ont été soumises a l’action de plu- 
sieurs bactériophages de notre collection, notamment les bacté- 
riophages typhique 105 et paratyphique B (Cayot). Les cultures 
secondaires, soit sous la forme d’une couche a peu prés continue, 
soit sous celle de colonies isolées, ont été prélevées et leur type 
a été déterminé. Les résultats de la lysotypie ont été, dans cette 
série d’expériences, trés variables. Parfois, il n’y avail aucun 
changement de type, mais le plus souvent la souche est devenue 
insensible a tous les phages-type y compris les phages anti-« O », 
ou bien elle n’était lysée que par ce dernier. Dans ce cas, elle 
était classée dans le groupe Z. 


CONCLUSIONS. 


Les types bactériophagiques de S. paratyphi B sont d’une trés 
grande stabilité : les bacilles isolés chez un méme malade, chez 
un méme porteur de germes, dans un méme foyer épidémique, 
quel que soit le mode d’isolement, appartiennent toujours au 
méme type. 

Le traitement par la chloromycétine, lorsque le germe persiste 
ou s'il réapparait dans les selles, avec ou sans rechute clinique, 
est sans influence sur le type. 

Diverses expériences de sélection in vitro (vieillissement, des- 
siccation, chauffage, streptomycine, formol) montrent que la stabi- 
lité du type bactériophagique résiste a ces actions brutales. 

Seuls, certains bactériophages non spécifiques peuvent rompre 
cette stabilité en rendant les cultures moins sensibles ou tolale- 
ment réfractaires aux bactériophages spécifiques des types. 

Ces résultats confirment, s’il en est besoin, la grande valeur 
épidémiologique de la méthode de Felix et Callow. 


Nous remercions trés vivement le professeur A. Felix et miss B. R. 
Callow (Londres) de nous avoir fourni les bactériophages-type, d’avoir 
bien voulu prendre la peine de pratiquer pour nous la détermination 
du type Dundee, pour lequel nous ne possédons pas encore le phage 
spécifique, et de nous avoir autorisés 4 publier les résultats de cette 
détermination. 

En dehors des germes isolés par l’un ou I’autre d’entre nous (A. J. et 
R. B.), nous avons recu des souches et des renseignements épidémio- 
logiques de nombreux coll@gues. Nous adressons nos vifs remerciements, 
en particulier au D* Reilly et au D* Tournier (Hépital Claude-Bernard, 
Paris) et 4 M”e Mousset (Hdpital Pasteur). ; 
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EVOLUTION ET CONDITIONS DE STERILISATION 
DES CULTURES BACTERIENNES 
EN PRESENCE DE BACTERIOPHAGES 


par R. WAHL et A. TERRADE (°). 


(Institut Pasteur.) 
Le traitement par les phages des infections de ‘homme et des 


animaux a fait ’objet d’un nombre considérable de travaux, dont 
les conclusions sont contradictoires. I] s’en dégage, cependant, 


-Vimpression que, si le plus souvent on enregistre des échecs, on 


arrive de temps en temps 4 modifier favorablement le cours d’une 
infection spontanée ou expérimentale. On peut consulter A ce 
sujet des revues de Krueger et Scribner [4], de Morton et 
Engley [6], et les travaux expérimentaux de Asheshov, Wilson et 
Topley [4], de Dubos, Straus et Price [2], de Fisk [3], de Morton 
et Engley [5], de Ward [44]. 

Aucune tentative n’a été faite jusqu’ici pour délterminer la 
raison de tous ces échecs et de ces quelques demi-succés. Cepen- 
dant i] est paradoxal que le phage, qui est un agent puissant de 


destruction des bactéries, soit si peu efficace en thérapeutique, 


alors que les antibiotiques pour lesquels on trouve dans les 
souches autant de mutants résistants que pour les phages, 
donnent d’excellents résultats. 

Par ailleurs, au cours d’essais de traitement de |’infection expé- 
rimentale de la souris par Salmonella enteritidis var. Danysz, 
qui font l’objet d’une autre publication [40], nous avons fait 
certaines constatations qui nous ont amenés a penser que ]’action 
du phage devait étre étudiée d’un point de vue nouveau. C’est ce 
Gue nous essayons de faire dans le présent travail. 

Nous avons utilisé une souche de Salmonella enteritidis, var. 
Danysz, provenant du service des vaccins de |’Institut Pasteur, 
et que nous désignerons sous le nom de souche 2, ainsi que 
4 phages: D 4,D 5, D5 A et T 5. Cette souche et ces phages seront 
étudiés dans une prochaine publication. Chacun des phages a été 
préparé sur une des 3 souches 0, 1 et 2 et chaque préparation est 
désignée par le nom du phage suivi du numéro de la souche, par 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1 juin 1950. 
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exemple D 4/2. Ces préparations avaient été soumises 4 une puri- 
fication sommaire préalable par précipitation par CaCl, en milieu 
alcalin (pH 7,8) suivie de filtration. Ce traitement ne fait pas 
baisser le titre des préparations. 


TECHNIQUE. — Dies tubes contenant 10 cm* d’eau peptonée 
(peptone Uclaf) & 3 p. 100 sont ensemencés avec une quantité 


connue de eae provenant d’une culture sur gélose de dix- 
huit heures et additionnés d’une quantité déterminée de lysat de 
titre également connu. Dans chaque expérience un tube témoin 
recoit les bactéries seules, un autre uniquement le lysat pour en 
vérifier la stérilité. 

Les numérations de germes sont faites par numération des 
colonies obtenues sur gélose par étalement d’une dilution 
appropriée. 

Dans les tubes ayant recu des phages, on fait chaque fois deux 
numérations. Pour une on étale en méme temps II gouttes de 
sérum antiphage, pour l’autre II goutles de lysat non dilué. La 
premicre permet de calculer le nombre total des germes vivants 
présents dans la cullure, la seconde celui des germes résistants. 
Celui des germes sensibles est donné par différence. L’opacité 
des cultures est évaluée approximativement en leur attribuant un 
certain nombre de croix. 

On a éprouvé la résistance de la descendance des bactéries qui 
ont donné des colonies en présence de phages, dans un trés grand 
nombre de cas, en faisant des séries de subcultures. Nous verrons 
plus loin les déductions qu’on peut en tirer. 


L’évolution des cultures en présence de phages est plus ou 
moins influencée par le nombre de bactéries et de phages ense- 
mencés. Elle présente aussi certaines différences suivant la souche 
de S. Danysz et la race du phage utilisées. Ces variations ont 
leur intérét et nous les décrirons. 

Mais nous pensons que le premier point & mettre en évidence est 
qu’on peut décrire deux types d’évolution bien distincts suivant 
guil y a ou non stérilisation de la culture. Nous les étudierons 
successivement & l’aide de quelques exemples. 


PREMIER TYPE D’EVOLUTION, SANS STERILISATION DE LA CULTURE. 


Nous décrirons d’abord un cas bien défini, nous réservant 
@indiquer ensuite les différences observées dans d’autres condi- 
tions. C’est celui o& un nombre moyen de bactéries de la souche 2 
est mis en présence d’un grand excés de phages (1 cm® de lysat 
D 4/2 pour 10 cm® de culture). Les deux expériences suivantes 
en sont des exemples. (Tous les résultats sont exprimés en nombre 
de phages ou de bactéries par centimétre cube de culture.) 
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ExpEérieNceE I. — Ensemencement par centimétre cube : bactéries, 
10.000 ; phages, 2,1 x 107. 


TABLEau TI. 


TEMPS ; 
en heures SENSIBLES RESISTANTS 


WwW DIO 


104 env. 


XXX KK KK K XK 


6 
2 
2 
2 
3 
4 
6 
2 
4 
3 


aS oR 
= 
SS 
o 
SoS SiS :2'S: 9:5 '0') 


46 millions 


Le titrage des bactéries sensibles étant fait par différence, 11 
devient aléatoire quand le nombre des bactéries résistantes est 
notable et celui des bactéries sensibles trés petit. Aussi celui-ci 
est-il ici indéterminé 4 partir de dix-neuf heures. 


. Expkrience IJ. — Ensemencement par centimétre cube : bactéries, 
15.000 ; phages, 4,7 x 10% (tous les chiffres se rapportent 4 1 cm®* de 
culture). 


TaBteEau II. 


TEMPS 


SENSIBLES RESISTANTS 
en heures 


oo ta>coocoococooooco 


o 
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Au bout de trente-six heures, on trouve 7x 10* bactéries par 
centimetre cube dont encore une proportion notable de bactéries 
sensibles. : 

Dans les deux expériences |’évolution générale est la méme, 
mais dans la premiére toutes les bactéries sensibles sont fina- 
lement lysées ; dans la seconde, il en persiste un certain nombre. 
Dans ces conditions expérimentales, l’évolution se fail en quatre 
stades. 

Premier stade : Lyse initiale. — Un certain nombre de bac- 
téries est rapidement lysé. dans les deux premiéres heures. 


10.000 


3 


‘ 


BACTERIES PAR c™ 


100 


10 


10 


20 
TEMPS EN HEURES 


Expérience du tableau J. — Lune (les courbes montre les divers temps de I'¢vo- 
Jution des cultures de bactéries sensibles en présence du phage, l'autre l’appa- 
rition et la multiplication des résistants (coordonnées semi-logarithmiques). 


souvent dans la premicre. La lyse porte sur une proportion 
variable de bactéries, comme le montre la comparaison entre les 
deux expériences relatées ci-dessus. 

Mais deux phénoménes inattendus se produisent : 1° malgré 
l’énorme excés de phages présent, toutes les bactéries sensibles 
ne sont pas lysées ; 2° le nombre des bactéries lysées est d’autant 
plus grand qu’il y en avait davantage au départ. Ainsi, en 
comparant trois expériences, oti seul varie le nombre de bactéries 
ensemencées, on constate qu’au bout de trois heures : 


Dans les tubes ayant recu au total 2 104 bactéries . 


1,9 X 104 ont été lysées. 
Dans les tubes ayant recu au total 2 105 bactéries. . 1,4 10> — 
Dans les tubes ayant recu au total 2 X 106 bactéries . 4,98 & 106 _ 


Nous verrons méme que si le nombre des bactéries est trés petit, 
aucune n’est lysée au début. 
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Deuxiéme stade : Bactériostase des bactéries sensibles survi- 
vantes, — Cette. bactériostase n’était pas absolue dans les exemples 
choisis. Elle l’est dans d’autres. Mais dans tous les cas, on 
constate que le nombre de bactéries sensibles n’augmente presque 
pas pendant les cing a huit premiéres heures. Aucun résistant 
n’apparait pendant cette période. 

Troisiéme stade : Multiplication tardive des germes sensibles 
bactériostasés et deuxiéme lyse. — La comparaison entre les deux 
expériences précédentes montre que cette multiplication est plus 
ou moins importante et plus ou moins prolongée. 

La lyse la suit parfois trés rapidement. Elle peut commencer 
avant que la multiplication ne soit terminée. Aussi cette mullti- 
plication ne peut étre mise en évidence que si on suit l’évolutioa 
@heure en heure. 

Quatriéme stade : Apparition et multiplication des résistants. 
— Ils apparaissent pendant ou aprés la deuxiéme lyse, et se 
multiplent plus ou moins vite. Parfois ils paraissent subir a leur 
tour une bactériostase temporaire. Ils finissent par donner une 
culture d’abondance égale a celle du témoin. 

Finalement les bactéries sensibles peuvent disparaitre complé- 
lement ou persister en partic. 


Influence du nombre de bactéries sur l’évolution des cultures. 
— Des expériences ont été faites avec diverses quantités de bac- 
téries, en présence de la méme quantité de phages (1 cm*® d’un 
lysat du phage D4/2 de titre 1,2 x 10° par centimétre cube dans 
10 cm* de culture). Il y avait done toujours un grand excés de 
phages. Le tableau III en donne les résultats. 


TaBLeau III. 


BACTERIES SENSIBLES SURVIVANTES 
BACTERIES par cm? 


ensemencées par cm* 
aprés 3 heures aprés 7 heures aprés 24 heures 


140 
8 « 10° 


stastnateats 
Lyse partielle. 


Des numérations de bactéries résistantes ont été faites a 
chaque prélévement. Nous n’en donnons pas le résultat, pour ne 
pas surcharger le tableau. Il suffit de dire que les résistants ont 
cemmencé a paraitre au bout de trois heures, pour des quantités 
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de bactéries ensemencées égales ou supérieures a 2 x 10*, et 
seulement apres sept heures pour des quantités inférieures de 
bactéries ; enfin, au bout de vingt-quatre heures, il y avait dans 
toutes les cultures un grand nombre de résistants. Nous n’avons 
pas donné non plus les numérations des bactéries des cultures 
témoins ott la multiplication était normale. Dans tous les tubes 
ayant recu du phage, Ja multiplication subit un retard considé- 
rable par rapport au témoin. Mais on voit surtout que pour les 
plus petites et les plus grandes quantités de bactéries, la bacté- 
riolyse iniliale fait défaut. Pour les quantités trés petites, la bac- 
tériostase se produit d’emblée. Elle est ici totale. D’autres fois, 
avec un nombre de bactéries du méme ordre, une certaine multi- 
plication a lieu, mais toujours trés inférieure 4 celle du témoin. 
Pour des grandes quantités de bactéries (10° par centimetre 
cube), une multiplication est habituellement observée. Nous 
n’avons pas étudié ce cas en détail et nous ne pouvons affirmer 
que la bactériostase fasse entierement défaut. Dans ce cas, 
dailleurs, un certain nombre de bactéries résistantes est ense- 
mencé avec les bactéries sensibles, et les phénoménes sont diffi- 
eiles & analyser. 


Influence du nombre de phages. —- Nous donnons ci-aprés 
un tableau (tableau IV) ou des quantités de bactéries du méme 
ordre (de 10° a 10*) et provenant de la méme souche ont été 
mises en présence de quantités différentes du méme phage. 

On voit que la lyse initiale n’est observée que si le rapport 
Phage 
Bact. 
cest seulement quand ce rapport prend la valeur énorme de 
8.10° qu’on obtient la lyse totale et définitive. 

On pourrait objecter que dans les cas oft l’on a introduit dans 
Ie miheu un trés petit nombre de phages et de bactéries, les pro- 
babilités de rencontre des uns et des autres sont faibles ; mais 
Pexistence de la bactériostase initiale et de la lyse tardive 
démontre 4 lévidence Ja réalité de action du phage sur les bae- 
téries, quelles que soient leurs concentrations dans le milieu. 
Méme dans le cas ot il y a trés peu de bactéries, la rencontre 
a lieu, puisqu’on peut stériliser une culture qui ne contient que 
26 bactéries par centimétre cube. 

Pour ne pas surcharger le tableau nous n’avons indiqué le 
nombre des résistants qu’au bout de vingt-quatre heures. Aucun 
resistant n’a pu étre décelé dans les huit premiéres heures pour 
les expériences 3, 2, 5, 6; au contraire, dans les expériences 1, 
4, 7 et 8 quelques résistants ont apparu a la cinquiéme ou sixiéme 
heure et se sont multipliés progressivement. 

Dans les expériences 4, 7, 8, il est possible que quelques bacté- 


est assez grand (ici de l’ordre de 16° au moins) et que 
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ries résistantes aient été introduites au moment de l’ensemence- 
ment, en particulier dans l’expérience 8, ot le nombre des 
bactéries ensemencées était plus grand. 

On voit, par ailleurs, que dans plusieurs cas i] restait encore 
beaucoup de bactéries sensibles au bout de vingt-quatre heures, 
ce que nous n’avons pas observé avec le phage tres concentre. 
Nous discuterons également ce point plus loin, 


Influence de la composition des populations bactériennes sou- 
mises a l’action du phage. — Le taux de mutation des bacteé- 
ries sensibles en bactéries résistantes du phage D4 parait élev2 
chez S. enteritidis var. Danysz. 

Il en résulte que Je pourcentage de bactéries résistantes varie 
suivant l’importance de Vensemencement ; et pour une méme 
cullure suivant les populations bactériennes qui en sont issues, 
car les bactéries résistantes y sont réparties suivant les lois sta- 
lisiques. 

Dans le cas ot l’ensemencement introduit d’emblée des bacté- 
ries résistantes dans le milieu, celles-ci ne subissent pas de 
baclériostase et se multiplient normalement. L’évolution des 
cultures s’en trouve profondément modifiée. 

Un cas particulier, que nous avons observé plusieurs fois, est 
celui ou. certaines bacléries de la souche sont lysogénes. Ces 
bactéries lysogénes étaient généralement en pelit nombre et par 
conséquent les phages étaient également peu nombreux dans la 
scuche. Les bactéries lysogénes et les bactéries sensibles coexis- 
latent done avec les phages dans Ja souche. Dans ces cas, ces bac- 
léries lysogénes se multiplent dés les premicres heures et toute 
stérilisation par le phage qu’elles portent est impossible. 


Influence de la race du phage. — [*n comparant Aa l’action du 
phage D4/2 celle d’un autre phage T5/0 sur la méme souche 2, 
nous avons constaté que, avec T5/0, pour les mémes nombres 
de bactéries et de phages, ]a hactériolyse initiale est plus intense, 
ia bactériostase se prolonge beaucoup plus longtemps qu’avec 
D4/2, de sorte que, si on se borne A examiner l’opacité de la 
eulture pendant les vingt-quatre ou quarante-huil premiéres 
heures, on peut croire souvent que la stérilisation est complete. 
On a la surprise de voir se développer trés tardivement une 
culture résistante. Avee D4/2, quel que soit le nombre des bacté- 
ries examinées, l’opacité de la culture est trés forte au bout de 
vingt-quatre heures. Inversement, certains phages paraissent 
n’exercer aucune action sur les cultures de la souche 2 bien qu’ils 
donnent des plages sur cette souche. Le phage D 5 parait méme 


accélérer le développement des cultures, qui deviennent opaques 
avant les t¢émoins sans phages. 
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DEUXIEME TYPE D EVOLUTION. STERILISATION DE LA GULTURE. 


Quand la stérilisation se produit, elle est extrémement rapide. 
La bactériolyse initiale est totale, aucune bactérie ne survit. Sou- 
vent dés le premier prélévement, au bout d’une heure, toutes les 
bactéries sont tuées. D’autres fois, il reste A ce moment quelques 
survivantes et parfois encore quelques-ines au bout de deux 
heures. Jamais nous n’avons retrouvé de bactéries vivantes apres 
ce délai, dans les cas ow il y avait stérilisation. La stérilisatioa 
est done souvent presque d’emblée totale. Par contre, jamais on 
n’observait de stérilisation si la bactériolyse des premiéres heures 
laissart des survivants, si peu nombreux qu’ils fussent. Dans ce 
cas, la phase de multiplication secondaire se produisait toujours. 
Un certain nombre de conditions doivent étre réalisées pour obtenir 
la stérilisatron ; elles concernent la race et le mode de prépara- 
tion du phage, sa concentration dans le milieu et aussi le nombre 
de bactéries ensemencées. La souche bactérienne a certainement 
aussi son importance, mais nous n’avons pas encore étudié ce 
facteur, tous les essais ayant été faits avec la souche 2. 

Pour étudier les conditions de la stérilisation, il était inutile 
de répéter les numérations de bactéries. Nous avons simplement 
observé les cultures et nous avons vérifié que celles qui ne s’opa- 
cifiaxent pas ne contenaient plus de bactéries vivantes. 


1° Influence de la race et du mode de préparation du phage. 
— Au point de vue du mode de préparation, nous n’envisagerons 
iei que le choix de la souche qui a servi 4 préparer le lysat. _ 

Parmi les préparations de phages utilisées dans ce travail, 
seules D4/2, T5/0 et T5/2 se sont montrées capables de stériliser 
une culture de la souche 2. D4/1, D5/1, D5/2, T5/1 n’avaient pas 
de pouvoir stérilisant sur cette souche. 


2° Influence du nombre de bactéries. — Un phage ne peut pas, 
dans des conditions expérimentales données, stériliser plus d'un 
certain nombre de bactéries. Ce nombre differe suivant Ja race du 
phage. ee eames 

D 4/2 ne pouvait pas, dans les conditions réalisées, stériliser 
plus de 1.000 bactéries par centimetre cube ; T 5/0 a pu stériliser 
jusqu’a 2 x 10° bactéries par centimétre cube ; l’action de Si 
était analogue a celle de T 5/0, mais généralement moins puissante. 


3° Influence de la concentration du phage. — Nous avons déja 
vu, sur l’exemple de D4/2, que la lyse partielle initiale d’un 
nombre donné de bactéries exige une certaine concentration des 
phages, et qu’a partir d’une concentration beaucoup plus élevéce, 
en obtient la lyse totale. 
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Avec le phage 1T5/0, dont la puissance de stérilisation est 
grande, on peut constater que, si l’on augmente le nombre de bac- 
téries, la concentration en phage nécessaire a la slérilisation est 
dautant plus élevée que le nombre des bactéries est plus 
grand, 

Les expériences montrent en méme temps que, en l’absence de 
stérilisation, le développement de la culture peut étre retardé et 
que le retard est d’autant plus grand que le nombre de bactéries 
est plus petit. Il est aussi d’autant plus que la concentration en 
phage est plus forte. Par exemple, 1 cm* du phage T5/0 dans 
10 cm® stérilise 200 et 2 x 10° bactéries par centimétre cube. II 
retarde une culture de 2 x 10 et 2 x 10° bactéries par centimétre 
cube. 0,5 cm* de ce phage stérilise seulement 200 bactéries par 
centimetre cube, mais retarde jusqu’a 2 x 10% bactéries par centi- 
métre cube. A la dose de 1/10 de centimétre cube, il stérilise 
encore 200 bactéries par centimétre cube, mais ne retarde pas 
plus de 2 x 104 bactéries par centimétre cube. A la dose de 
1/100 de centimétre cube, il ne stérilise méme pas une culture de 
200 bactéries par centimetre cube, mais en retarde encore le déve- 
loppement. 

Mais les résultats ne sont pas constants dans des conditions 
expérimentales identiques : 1° on a quelquefois obtenu une stéri- 
lisation avec 0,5 em* de phage, alors qu’elle manquait avec 1 cm* 
du méme lysat dans une culture identique ; 2° le phage T5 a 
parfois, dans une méme expérience, stérilisé 2 x 10° bactéries 
par centimétre cube et non 2 x 10* bactéries, par exemple ; 3° si 
on ensemence en méme temps 2 x 10% bactéries par centimetre 
cube et 1 cm® de la méme préparation de T5, dans 20 tubes 
identiques, on constate que les cultures sont stérilisées dans 


un grand nombre de tubes, mais qu’elles se développent dans 
quelques-uns. 


Essais de stérilisation par des mélanges de phages. — En intro- 
duisant simultanément dans une culture des phages appartenant 
i deux ou trois races différentes, on obtient, au point de vue de 
ia stérilisation, des résultats bons ou mauvais suivant les cas. 

Ainsi le mélange de T5/0 et de D5A/1 stérilise mieux que 
chacun des phages séparément. Par contre, certains phages 
comme D5 sont de mauvais phages au point de vue de la stérili- 
sation. Non seulement ce phage ne donne jamais de stérilisation, 
mais, ajouté a T5 ou a D4, il empéche la stérilisation par ceux-ci. 
On peut méme observer, A la suite de Vaddition de certains 
mélanges de phages, tels D4/1 +, D5/1, a un ensemencement de 
20 bactéries par centimétre cube, le développement d’une culture 
visible au bout de quelques heures, alors que le témoin sans phage 
est encore clair. x 
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Discussion. 


Dans ces résultats, plusieurs faits importants sont a souligner : 

1° L’impossibilité fréquente de stériliser les cultures méme 
avec un grand excés de phages ; 
_2° La survie d’un certain nombre de bactéries sensibles dans 
des milieux ot existe une forte concentration de phages ; 

3° La bactériostase de ces bactéries sensibles survivantes ; 

4° L’apparition des résistants ; 

5° La persistance possible de bactéries sensibles a la fin de 
_ Vévolution. 


1° L’obstacle a la stérilisation des cultures n’est pas constitué, 
dans beaucoup de cas, par la présence de bactéries résistantes. 
Les preuves en sont nombreuses. 

a) Aprés la lyse partielle initiale, les bactéries survivantes sont 
sensibles. 

b) Si cette lyse fait défaut, c’est dans le cas oti l’on a ensemencé 
_peu de germes, c’est-a-dire ot les chances de présence au départ 
de bactéries résistantes sont le plus faibles possible. 

_ ce) Aprés un étalement de 2 x 10° bactéries de la souche 2 avec 

un lysat concentré de T5/0, par exemple, aucune colonie n’appa- 
rait, et cependant ce phage ne stérilise méme pas un total de 
2 x 10* bactéries en milieu liquide. 

Inversement, aprés un étalement de 2 x 10° bactéries de la 
méme souche avec D4/2 concentré, quelques colonies « résis- 
fantes » apparaissent, alors que ce phage peut stériliser le méme 
nombre de bactéries en milieu liquide. 

Bien plus, un mélange des phages D4/1, D4/2 et T5/0 stérilise 
sur gélose un étalement de 10’ bactéries de la souche 2 (chacun 
des phages séparément n’empéchant pas l’apparition de colonies 
résistantes dans les mémes conditions) ; et cependant le méme 
mélange en milieu liquide ne stérilise souvent pas 2 x 10° bac- 
iéries. 

d) Avec un certain phage on stérilise parfois 2 x 10° bactéries 
en milieu liquide, alors que dans la méme expérience on nen 
stérilise pas 2 x 10* avec la méme quantité du méme phage. 

e) Pour obtenir une stérilisation, il ne suffit pas que le phage 
soit notablement en excés, il faut que sa concentration par rapport 
au nombre de bactéries soit énorme. 


2° La survie de bactéries sensibles en présence de phages. — 
Trois hypothéses peuvent étre faites 4 ce sujet : 

a) On peut supposer que les lysats contiennent des substances 
antiphages ; e 

b) Que l’action des phages sur les bactéries ne peut se pro- 


‘duite qu’avec l’association d’un facteur adjuvant venu des bacté- 
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ries ou du lysat et qui se trouverait en quantité insuffisante dans 
les systémes étudiés ; ; 

c) Enfin, les bactéries survivantes pourraient appartemr a une 
variété différente de celle des bactéries qui sont lysées et opposer 
une certaine résistance A l’action du phage. 

Ces hypotheses ne s’excluent pas mutuellement. 

a) Les lysats contiennent-ils des substances antiphages ? — 
Cette hypothése peut étre éliminée pour deux raisons : il est 
impossible que le pouvoir antiphage de la méme quantité de 
lysat soit d’autant plus faible qu'il y a moins de baetéries a lyser. 
Par ailleurs, le nombre des bactéries sensibles survivantes n'est 
pas plus grand avec des lysats purs qu’avec des lysats dilués 
cent fois. Ceux-ci devraient apporter au systéme cent fois moins 
de ces hypothétiques substances antiphages. Au contratre, le 
nombre des survivants, quand on emploie des lysats dilués, loin 
d’étre diminué, est souvent plus grand. 

b) Les phages n’agissent-ils qu’en association avec un facteur 
adjuvant venu des bactéries ? — Cette hypothése a plus de consis- 
tance que la précédente. En effet, nous avons’ vu qu’une méme 
préparation de phages lyse d’autant plus de bactéries qu’on en 4 
introduit davantage dans la culture et, par ailleurs, on sait que. 
d’une fagon générale, les phages se multiplient mieux quand ils 
sont introduits un certain temps apres les germes, quand le méta- 
bolisme de ceux-ci est en pleime activité. De plus, nous avons vu 
précédemment que seuls les lysats concentrés peuvent stériliser 
ces cultures, et il se pourrait que cette propriété soit due a leur 
forte concentration en substances adjuvantes, plutot qu’a leur 
titre élevé en phages. 

Ce facteur pourrait provenir soit du métabolisme normal des 
haetéries, soit de leur métabolisme modifié par I’induction spéci- 


fique du phage. Dans le premier cas on devrait le trouver dans — 


Jes milieux de culture ot les hactéries se sont multipliées seules. 
dans le second dans des lysats dont les phages ont été inactivés 
ou éliminés. 


Fn ajoutant au systéme phages-bactéries diverses quantités de 


cultures de la souche 2 Agées de six heures a trente heures, cen-_ 


trifugées et filtrées 4 pH 7,8, nous n’avons jamais obtenu de lyse 
totale des bactéries sensibles. ; 

Quelques essais ont été faits avec des lysats dont les phages 
étaient inactivés par du sérum spécifique. Ils ont été négatifs. 

Nous n’avons done pas pu mettre en évidence ni dans les 
milieux de culture, ni dans les lysats, de facteurs adjuvants qui 
permettraient la stérihisation des cultures par le phage, Mais les 
essais sont insuffisants pour permettre une conclusion définitive. 
car les faits précédents et ceux que nous allons voir constituent 
ces arguments sérieux en faveur de leur existence. 
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c) Les bactéries survivantes opposent-elles une certaine résis- 
fance a l’action du phage ? — Nous avons, dans tout ce qui pré- 
cede, considéré comme bactéries « sensibles » toutes celles qui 
ne donnaient pas de colonies sur gélose en présence de bactério- 
phage concentré. 

Cette notion doit-elle subir des retouches? On peut se 
demander si les bactéries de nos souches n’appartiennent pas en 
totalté ou en partie au type décrit par R. Wahl et L. Blum- 
Fmerique [9] sous le nom de « bactéries semi-résistantes ». Sur 
des souches contenant beaucoup de hactéries semi-résistantes a un 


| phage, celui-ci donne des plages plus petites, moins nombreuse., 
_parfois simultanément des plages de deux types différents ; {a 


fixation et Ia multiplication du phage sont plus difficiles sur ces 
souches. 

Ces réaclions sont bien celles de nos souches vis-a-vis des 
phages utilisés, en particulier de la souche 2 pour D4. De plus, 
en repiquant plusieurs des colonies secondaires développées 
aprés la lyse par D4/2 d’un étalement de Ia souche 2 sur gélose, 
cu s’apercoit que la subculture présente des plages ou des colo- 


nies irréguliéres, preuve que le phage est actif au moins sur 
| certaines de ces hactéries. Enfin, si on isole a partir de 


ees subcultures une souche débarrassée de phage, et qu’on titre 
comparativement le phage D4/2 sur cette nouvelle souche et 
sur la souche 2, on constate que ce phage donne environ 
500 fois moins de plages sur la premiére. Il est possible que la 


-souche 2 donne beaucoup moins de mutants semi-résistants a 


T5/0 qu’a D4/2, ce qui expliquerait les différences d'action des 
deux phages. 

Mais il faut également rendre compte des deux faits mentionnés 
plus haut : le phage lyse d’autant plus de bactéries que la culture 
en contient davantage ; seuls les lysats concentrés peuvent steri- 
liser des cultures. Ces faits sont en accord avec Ja constatation 
que nous avons faite que la bactériolyse partielle initiale manque 
complétement, quand le nombre de bactéries ensemencées est tres 
petit ou quand le phage est trés dilué. 

En fin de compte, un facteur adjuvant parait done bien néces- 
saire pour lyser les bactéries sensibles ou semi-résistantes ; et 
ces derniéres semblent en exiger une quantité plus élevée que les 
sensibles. ; 

R. Wahl et J. Josse-Goichot [7, 8] ont décrit un facteur bactério- 
statique présent dans certains lysats et capable de produire, en 
association avec le phage, la lyse de certaines bactéries sur les- 
quelles le phage seul est sans action. I serait interessant de recher- 
cher ce facteur bactériostatique dans nos lysats. Ces auteurs ont 
montré que la richesse en facfeur bactériostalique dun lvsat 


dépend de son mode de préparation. 
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Ces faits pourraient peut-étre expliquer les contradictions appa- 
rentes de nos expériences de stérilisation. 


3° La bactériostase des bactéries sensibles non lysées. — On 
peut envisager, pour l’expliquer, soit intervention de facteurs 
bactériostatiques du lysat, soit une bactériostase par les phages 
eux-mémes. 

La premiére hypothése était peu vraisemblable, car la bacté- 
riostase est aussi intense, sinon plus, avec des lysats dilués, 
qu’avec des lysats purs. Elle a été éliminée a la suite des expé- 
riences suivantes 

Nous avons ajouté a des lysats du sérum anti-phage spéci- 
fique A raison de IV gouttes pour 10 cm* et aprés un séjour de 
deux heures a l’étuve nous avons constalé que tous les bacté- 
riophages étaient inactivés. Nous avons alors ajouté des quan- 
tilés variables de ces lysats inactivés 4 des cultures ensemencées 
avec des quantités variables de germes. Nous avons suivi |’évolu- 
tion de ces cultures, parallélement a des témoins, par numération 
des colonies sur plaques de gélose. Nous n’avons jamais constaté 
de bactériostase et les cultures ont poussé normalement, sauf que, 
au bout de vingt-quatre heures, on constatait que les germes qui 
avaient poussé étaient agglulinés. Enfin, nous n’avons pas constaté 
d’augmentation du nombre des résistants par rapport a celui des 
témoins sous l’influence des lysats inactivés. 

Nous voyons que le lysat ne semble pas étre responsable de 
la bactériostase. Celle-ci parait done causée par les phages 
eux-mémes. On sait que le premier effet de la fixation des 
phages sur des bactéries sensibles est |’arrét de leur multiplication. 
La bactériostase par les phages est donc le premier temps normal 
de la baclériophagie, les temps suivants étant la multiplicatiom 
des phages dans les bactéries et la lyse. 

On peut se demander si, dans le cas présent, les deux autres 
temps ne pourraient se produire qu’avec l’aide du facteur adju- 
vant, dont nous avons supposé l’existence au paragraphe précé- 
dent. Ainsi se trouverait expliquée également l’existence d’un 
certain balancement entre la bactériostase et la lyse. 


4° L’apparition tardive des bactéries résistantes s’explique 
facilement par des mutations apparues au cours de la phase de 
multiplication, elle-méme retardée. 


5° La persistance, d’ailleurs inconstante, de bactéries sensibles 
a la fin de l’évolution, a probablement une cause analogue A celle 
de la survie de bactéries sensibles aprés la premiére lyse, c’est- 
a-dire le manque de facteurs adjuvants de l’action du phage. 
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CoNcLUSIONS. 


L’évolution des cultures en présence de phages peut se faire 
suivant deux types différents : 


Dans le premier type il n’y a jamais de stérilisation. — On 
observe généralement quatre stades (pour une quantité moyenne 
de bactéries avec un lysat concentré) : lyse partielle initiale ; 
bactériostase des germes sensibles survivants; multiplication 
tardive de ceux-ci et seconde lyse partielle ; apparition et multi- 
plication des résistants. 

Quand le nombre de bactéries est trés grand ou trés petit, le 
premier stade manque. Il en est de méme quand le lysat est assez 
dilué.. 


Dans le deuxiéme type, il y a toujours stérilisation. Celle-ci 
est trés rapide et totale d’emblée. 

- Quelques particularités distinguent l’une de l’autre I’action 
des phages D 4/2 et T 5/0. 

Avec D 4/2 on observe presque toujours le premier type, dont 
les quatre stades sont parcourus assez rapidement (en vingt- 
quatre heures). Le deuxiéme type est exceptionnel avec ce phage. 

Avec T 5/0 l’évolution du premier type est sensiblement plus 
lente. Le deuxiéme type est plus fréquent qu’avec D 4/2. 


Quatre faits remarquables sont a souligner dans l’évolution du 
premier type. 

a) Le premier fait est la survie des bactéries sensibles en 
présence de phages. Elle n’est pas due a4 des substances anti- 
phages. L’hypothése que nous retenons est que les bactéries 
bactériostasées sont du type «semirésistant» décrit par 
P.. Wahl et L. Blum-Emerique, et qu’un facteur adjuvant du phage, 
nécessaire a son action sur ces bactéries, se trouve en quantite 
insuffisante dans le systeme. 

b) Le second fait est la bactériostase des bactéries sensibles 
(ou semi-résistantes) survivantes. Elle parait due aux phages 
eux-mémes et non a d’autres facteurs du lysat. 

c) Le troisiéme fait est V'apparition des résistants a la fin de 
lévolution. Elle parait consécutive a la multiplication tardive 
des bactéries sensibles survivantes. 

d) Enfin la persistance possible de bactéries sensibles a la fin 
de l’évolution aurait la méme cause que la survie de bactéries 
sensibles aprés la premiére lyse. 

La connaissance des conditions de stérilisation des cultures 
par le phage peut avoir un intérét pratique, en particulier pour 
des essais thérapeutiques. Ces conditions sont les suivantes 
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1° Une race de phage spécialement favorable. Il y a 
de bons et de mauvais phages, cette distinction n’ayant d’ailleurs 
de sens que pour une souche donnée, 

2° Un nombre de bactéries pas trop grand. 

3° Une conceniration de phages trés élevée et d’autant plus 
qu'il y a davantage de bactéries 4 détruire. 

4° Les mélanges de phages donnent, suivant les cas, des résul- 
tals ¢gaux, meilleurs ou plus mauvais que les phages purs. 

L’ obstacle A la stérilisation est, en l’absence de bactéries résis- 
tantes, la survie de bactéries sensibles ou semi-résistantes. On 
peut se demander si, pour détruire celles-ci, l’action associée 
du phage et de certains facteurs adjuvants contenus dans les 
lysats n’est pas nécessaire. Leur survie serait donc due a ce que 
ces facteurs sont souvent en quantité insuffisante dans les systémes 
envisagés. 

La recherche de ces facteurs fera Vobjet d’une prochaine 
publication. 
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ETUDES SUR LE COLLAGENE 


V. — COLLAGENASES BACTERIENNES 
ET POUVOIR ANTI-COLLAGENASIQUE 
DES SERUMS HUMAINS NORMAUX 


par Atbert DELAUNAY, Maycis GUILLAUMIE, Att BOUJNAI 
et Guy BASSET (*). 


(Institut Pasteur.) 


I. — Poursuivant notre inventaire des germes producteurs 
dune collagénase, nous avons expérimenté avec plusieurs sou- 
ches de Cl. bifermentans. Tissier et Martelly (1902), Jennisson 
(1945), Evans (1947) ont déja signalé que cet anaérobie attaque 
lentement les substances collagénes. Les premiers auteurs n’ont 
pas mentionné leurs conditions expérimentales; Jennisson a 
décelé l’activité collagénasique des filtrats bifermentans en les 
faisant agir sur du tendon de beeuf ; Evans a utilisé de la poudre 
de peau comme source de collagéne. Dans nos recherches, nous 
avons employé du collagéne A préparé selon la méthode de 
Nageotte et Guyon; actuellement, ce collagéne non dégradé est 
considéré comme l’indicateur le plus sensible des collagénases. 

Nous avons examiné 9 cultures de Cl. bifermentans : 5 ont éte 
préparées avec la souche historique de Tissier et Martelly, 2 avec 
la souche Gué et 2 avec la souche H. Les 3 souches ont été ense- 
mencées dans différents bouillons Vf glucosés a 2 p. 1.000. Les: 
cultures, obtenues 4 32°, ont été centrifugées énergiquement dix- 
huit heures aprés l’ensemencement des bouillons. Tous les centri- 
fugats, sans exception, se sont montrés hémolytiques : dans tous, 
une hémolysine oxydable était présente (Guillaumie, F'agonde et 
Kréguer). Pour déterminer s’il existait en outre une collagénase 
dans ces liquides, nous avons procédé de la fagon suivante : 

Dans 4 tubes, nous avons mis des doses décroissantes dir 
centrifugat a éprouver : 0,8-0,6-0,4-0,2 cm*. Nous avons complété 
le volume a 1 cm® avec de l’eau physiologique additionnée de 
phénol et de phosphates (pH 6,5). Aprés introduction d une 
pastille de collagéne dans chaque mélange, les tubes ont ele mis 


4 37° et observés toutes Jes vingt-quatre heures. Au cours de ces. 


(*®) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1* juin 1950. 
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recherches avee Cl. bifermentans, nous avons mis en ceuvre des 
pastilles de collagéne extrémement légéres, pesant seulement de 
0,080 a 0,100 mg. Rappelons que de nombreux fillrats perfringens 
et histolytique sont capables, 4 la dose de 0,05 cm*, de lyser en 
quelques heures le collagéne A utilisé en présence de tampon 
phéniqué. 

R&suLrats. 


1° EXPERIENCES AVEC LA soucHE bE Cl. bifermentans bE Tissier 
et Marrectty. — Un centrifugat provenant d’une culture faite 
avec cette souche a pu, a la dose de 0,4 cm?, lyser totalement en 
trois jours le collagéne employé. Les 4 autres cultures centri- 
fugées n’ont pas manifesté en quatre jours le moindre effet colla- 
genasique, méme a la dose de 0,8 cm’. 


2° ExXpERIENCES AVEC LES soucHES GuE ET H pe Cl. bifer- 
mentans. — Les 4 cultures que nous avons préparées avec ces 
deux souches ont été capables, aprés centrifugation et a la dose 
de 0,6 cm*, de lyser le collagéne en trois jours. . 


EN RESUME, les trois souches de Cl. bifermentans étudiées éla- 
borent une faible quantité de collagénase dans le bouillon Vf 
glucosé. 


II. — L’un de nous a reeherché, avec un soin particulier, 
Vaction de Ja chaleur sur les toxines perfringens A, B, C, D, E, F 
respectivement préparées avec les Cl. perfringens correspon- 
dants [4]. 

Toxine perfringens A. 


Cl. perfringens A fait apparaitre, 4 32°, dans le bouillon Vf 
glucosé, une toxine complexe contenant de nombreux antigénes, 
notamment : la Jécithinase dermonéer osante a, 'hémolysine OXxy- 
dable (, la collagénase K. Lorsqu’on porte une telle toxine a diffé- 
rentes températures, on observe les faits suivants : 

1° La toxine perfringens A, fraichement centrifugée, perd ses 
proprictés en cing minutes a 70° : apres ce bref chauffage, elle 
n'est plus toxique in vivo mi hémolytique in vitro. 

2° Une toxine qui a perdu son activité au cours d’un chauf- 
fage de cing minutes 4 70° redevient généralement nocive si on 
la maintient ensuite pendant cing minutes a 100° ; elle posséde, 
aprés ce deuxiéme chauffage, les propriétés qui caractérisent les 
antigénes « et 6 : elle tue les animaux injeclés par voie veineuse ; 
en injection intradermique, elle provoque de fortes lésions nécro- 
tigues ; in vitro, elle décompose la lécithine et lyse les globules 
rouges de diverses espéces animales. 

3° La toxine perfringens A préparée depuis un certain temps ou 
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filtrée sur bougie contient Vantigéne @ aprés un seul chauffage 
de cinq minutes a 70°. 


Toxines perfringens B, C, F. 


Les toxines perfringens B, C, F fraichement centrifugées 
renferment encore, aprés cing minutes de chauffage a 100°, des 
quantités notables d’antigéne g. Par contre, apres cing minutes 
a 70°, elles ne sont plus nocives. Un chauffage de cing minutes 
a 100° fait apparaitre en quantité appréciable l’antigéne @ dans 
les toxines perfringens B, C, F préalablement inactivées a 70°. 


Toxine perfringens D. 


La toxine perfringens D traitée par la trypsine contient, aprés 
cing minutes de chauffage 4 100°, l’antigéne léthal et dermo- 
nécrosant « ; cet antigéne n’est pas décelable dans la toxine 
chauffée pendant cing minutes a 70°. Lorsque l’antigéne « a été 


_ inactivé a 70°, on ne parvient pas a restaurer ses propriétés en 


le chauffant ensuite pendant cing minutes a 100°. 


Toxine perfringens EF. 


L’antigéne + (iota) de la toxine perfringens E perd sa nocivité 
en cing minutes 4 70° ou 100°. 


L’ensemble de ces résultats montre que les toxines perfringens 
A, B, C, D, E, F fraichement centrifugées ne sont plus nocives 
apres cing minutes de chauffage a 70°. Les toxines A, B, C, D, F 
sont nocives aprés cinq minutes a 100°. Les antigénes a et 8 
des toxines inactivées a 70° récupérent une partie de leur activité 
au cours d’un chauffage ultérieur a 100°. 

La collagénase K peut-elle, comme la lécithinase g et comme 
les antigénes nécrosants 6 et < , manifester encore ses propriétés 
aprés cing minutes de chauffage 4 100°? ou bien, est-elle inac- 
livée A 100° tout aussi facilement qu’é 70° ? Pour nous en rendre 
compte, nous avons titré 7 préparations de toxine perfringens A, 
avant de les chauffer et aprés les avoir laissées pendant cing 
minutes dans des bains-marie 4 70° ou a 100°. 

L’activité des toxines a été recherchée selon nos procédés habi- 
tuels : la dose minima collagénasique en présence de collagéne A 
et de tampon phéniqué [2]; la dose minima lécithinasique en 
présence de sérum humain, de Ca et d’eau physiologique addi- 
tionnée de 0,3 p. 100 de phénol [3]; la dose minima hémoly- 
tique en présence d’hématies lavées de mouton mises en suspen- 
sion dans de l’eau physiologique. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 79, n° 3, 1950. 48 
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Au cours de ces titrages, nous avons ulilisé des pastilles de 
collagéne de 0,260 4 0,350 mg. Dans le tableau I nous indiquons 
la plus petite dose de toxine filtrée qui lyse totalement une de ces 
pastilles en quarante-huit heures. 

La dose minima lécithinasique des 7 toxines que nous avons 
liirées avant tout chauffage a varié entre 0,007 et 0,02 em*. Aprés 
cinq minutes de séjour dans un bain-marie a 70°, les toxines 
n’ont pas attaqué le collagéne méme lorsque nous les avons 
employées a la dose de 0,8 cm’. Cette observation a été faite en 
utilisant soit des toxines fraichement centrifugées, soit des toxines 
préparées depuis un certain temps, soit des toxines filtrées. 

Aprés cing minutes de chauffage 4 100°, nos différentes prépa- 
rations de toxine perfringens A sont dépourvues de toute activité 
collagénasique A la dose de 0,8 cm’. Leur effet lécithinasique est 
cependant encore des plus manifeste, ainsi qu’on peut le voir en 
examinant la derniére colonne du tableau I. Quant a Ja dose 
minima hémolytique de ces toxines chauffées a 100° pendant 
cing minutes, elle est égale a 0,2 ou 0,4 cm’. 

Des ces résultats on peut conclure que la collagénase K de la 
toxine perfringens A est plus sensible 4 l’action de la chaleur 
que la lécithinase g. Elle est plus labile que les antigénes @ et « 
respectivement présents dans les toxines perfringens B et D. 


TasLeAu 1. — Action de Ja chaleur sur différentes préparations de 
toxine perfringens A filtrée sur bougie Ly. 


ACTIVITE ACTIVITES 
collagénasique Iécithinasique 


MUMERO ET DATE 


g-) 


de la préparation 


s de collagéne 


(en m 


de 


Apres 
cing minutes 4 100° 


la toxine étudiée 


Avant le chauffage 
Dose minima 
collagénasique 
(en cm) 
Aprés 
cing minutes 
de chautfage 
Aa 70° ou a 100° 
Avant le chauffage 
Dose minima 
lécithinasique 
(en cm?) 
Dose minima » 
lécithinasique 
(en cm?) 


o 
= 
= 

n 

oS 

c 

2, 

n 

o 
uo) 


. Du 13 septembre 1949. . 


Oo 
i=) 
bo 


Nulle. 
. Du 13 décembre 1949. . Nulle. 
- Du 24 mars 950m eee Nulle. 
a, Dite Sears OD Omen Nulle. 


a Di-2t) mers71950.. see 5 Nulle. 


lil, — Les toxines produites par Cl. perfringens A et Cl. histo- 
lyticum maintenues 4 la glaciére (+ 4°), conservent pendant des 
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semaines leur pouvoir toxique général et leur pouvoir dermo- 
nécrosant, En revanche, on sait déja qu’elles perdent assez rapl- 
dement ces propriétés lorsqu’elles sont gardées 4 l’étuve a 39°. 

Il nous a paru intéressant d’étudier comparativement J’action 
de cette température maintenue pendant quinze jours sur ;: 

Les activités lécithinasique et collagénasique de la toxine 
perfringens A; 

L’activité collagénasique de la toxine histolytique ; 

Et sur le pouvoir dermonécrosant de ces deux poisons. 

Dans ce but, nous avons placé a 39° divers échantillons de 
toxines perfringens et histolytique et, tous les deux jours, nous 
_ avons déterminé, d’une part, leur activité enzymatique in vitro 
el, d’autre part, importance de leur action nécrosante ; celle-ci 
était évaluée d’aprés l’étendue de la lésion produite par l’injec- 
tion de 0,5 cm* de toxine non diluée dans le derme de cobayes 
| (@ injections par animal). Nous avons mis en ceuvre, pour 
_ connaitre la teneur des milieux en lécithinase et en collagénase, 
nos méthodes de titrage habituelles. 

En opérant dans ces conditions, nous avons obtenu les résultats 
suivants : 

1° Le chauffage 4 39° a diminué, dans tous les cas, la richesse 
_ en enzymes des toxines perfringens et histolytique et pareillement 
leur pouvoir dermonécrotique. Mais cette action s’est accom- 
pagnée de quelques particularités de détail. 

2° Parfois, le pouvoir dermonécrotique a disparu avant la 
destruction compléte du pouvoir collagénasique. Ce fait, qui a 
déja été signalé par Slavka Mrchevitch et Marcelle Delaunay [4], 

nous a paru surtout fréquent avec la toxine histolytique. Néan- 
moins, plus souvent, nous avons observé le phénoméne contraire, 
tes loxines perfringens A et histolytique ayant conservé une partie 
de leur action nécrotique alors qu’elles ne renfermaient plus trace 
de collagénases. 

Pareille constatation vient indiquer a son tour que l’action 
nécrosante des toxines anaérobies n’est pas due réellement a leur 
teneur en collagénases. (A l’heure actuelle, on estime, en général, 
que le pouvoir dermonécrosant de la toxine histolytique dépend 
d’un antigéne léthal non lécithinasique et que celui de la toxine 
perfringens est lié a la lécithinase z.) a 

3° Le séjour a l’étuve diminue réguliérement I’activité lécithi- 
nasique de la toxine perfringens A. Par exemple, la dose minima 
lécithinasique d’une de nos toxines maintenue treize jours a 39° 
n’était plus (en présence de Ca et de sérum humain) que de 

0,05 cm*, alors que, pour ce poison gardé pendant le méme laps 
de temps 4 la glaciére, la dose minima lécithinasique était encore 
de 0,015 cm*, . 
Autre exemple. — Une deuxiéme toxine perfringens est 
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conservée comparativement & 39° et a 4°, pendant quatorze jours. 
Au bout de ce temps, la dose minima lécithinasique de l’échan- 
tillon maintenu a 39° est seulement égale 4 0,09 cm®* ; par contre, 
celle de l’échantillon gardé a 4° est de 0,015 cm* en présence de 
Ca et de sérum humain. 

4° Quinze jours d’étuve a 39° suffisent, dans presque tous les 
cas, pour détruire complétement le pouvoir collagénasique des 
toxines perfringens et histolytique. En revanche, aprés quinze 
jours d’étuve, on trouve encore dans la toxine perfringens une 
forte activité lécithinasique. 


IV. Des travaux récents (1) ont permis de découvrir dans des 
sérums normaux (humains ou animaux) des principes capables 
ce supprimer ou, du moins, d’atténuer l’action des hyaluroni- 
dases (surtout de hyaluronidase testiculaire). 

Ces antihyaluronidases dont la présence ne peut étre expliquée 
par une immunisation préalable, sont habituellement considérées 
comme de simples inhibiteurs, de nature fermentaire ou non. 

De tels inhibiteurs peuvent-ils étre aussi mis: en évidence dans 
le cas des collagénases ? Nous avons essayé de répondre a cette 
question par les expériences suivantes. 


TECHNIQUE EXPERIMENTALE. 


Nous nous sommes servis 

1° Des collagénases présentes dans les bouillons toxiques 
obtenus aprés culture de Cl. perfringens ou de Cl. histolyticum. 

Avant tout examen, la dose minima collagénasique de chacune 
ce nos préparations avail été déterminée par notre méthode 
habituelle. 

2° De sérums humains, prélevés chez des sujets sains ou 
malades et recueillis sans antiseplique ; dans quelques cas assez 
rares, pour assurer leur stérilité, ils étaient filtrés. Plus de 
150 sérums ont été étudiés. 

Is ont été utilisés a l'état frais et aprés chauffage au bain- 
marie a 56°, l’action de Ja chaleur ayant été prolongée plus ou 
moins longtemps : quinze minutes, trente minutes, une heure. 

3° A des quantités variables (1 cm’, 0,5 cm’, 0,2 ou 0,1 cm?) 
de chaque sérum, frais ou chauffé, nous avons ajouté des quan- 
tités de toxine perfringens ou histolytique qui renfermaient de 
2 a5 doses minima collagénasiques. 

Les mélanges sérums + toxines, ajustés a pH 6,5 par un 
tampon phéniqué, ont été soigneusement agités puis, dans chaque 
préparation, nous avons déposé une pastille de collagéne purifié. 


(1) On les trouvera, signalés et analysés, dans la Revue Générale 
suivante : Albert Detaunay et Guy Vorsin : Les hyaluronidases et leurs 
propriétés biologiques, La Presse Médicale, 1950, n° 2, 20. 
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L’ensemble a été mis dans des étuves a 37-39°. Pendant les jours 
suivants (durée maximum de l’examen : quatre jours), nous avons 
surveillé la rapidité avec laquelle la pastille de collagéne était 
détruite. 

Les tubes qui nous servaient de témoins (sans sérums) renfer- 
maient seulement, outre une pastille de collagéne, des doses 
décroissantes de la toxine spécialement étudiée dans le titrage 
en cours, tamponnée a pH 6,5. 


Résurtats (voir tableaux II et III). 
A. — Sérums frais. 


1° Des sérums humains normauzx sont capables, dans les trois 
quarts des cas environ, de supprimer totalement ou, du moins, 


TaBLeau II. — Pouvoir anti-collagénasique de aifférents sérums 
humains normaux Titrage en présence de 2,5 doses minima col- 
lagénasiques de toxine perfringens A. 


DOSE IMPORTANCE DE LA DESTRUCTION DU COLLAGENE 
NUMERO (+++4, lyse compléte) au bout da 
de sérum 


du sérum 


(cm*) 24 heures 48 heures 3 jours 


Sérums frais : 


Sérums fillrés : 


++ 


ae - 
as +++ 
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Tasteau Il. — Action de deux sérums humains, frais, : 
sur deux doses minima collagénasiques de toxine histolytique. 


IMPORTANCE DE LA DESTRUCTION DU COLLAGENE 
NUMERO DOSE (++++ : lyse complete) au bout de 
-de sérum 
du sérum 5 
egy 24 heures 48 heures 3 jours 
1 + Sesion ss 
ALB ee ees ueamromtrres ies 0,5 ab als Hee te 
0,2 Se 
aoe - +4+++ 
AB 0,5 = +++ 
} 0,2 Rae Becieatasig 


d’atténuer le pouvoir collagénasique de la toxine perfringens. 
Mais cet effet ne peut étre obtenu qu’en présence de quantités 
considérables de sérum (1 cm’, 0,5 cm*) et de doses relativement 
faibles de collagénase (maximum : 5 doses minima collagéna- 
sigues). L’effet devient pratiquement nul lorsqu’on se sert de 
faibles volumes de sérum (0,2 cm’, 0,1 cm*...) ou de doses élevées 
de toxine, 

Un sérum humain normal, tantot peut neutraliser a la fois la 
collagénase et la lécithinase de la toxine perfringens employée 
dans le titrage, tantét, il ne peut neutraliser totalement que la 
collagénase. Le fait est particuliérement net lorsqu’on met en 
ceuvre de petits volumes de sérum (0,5 cin’, 0,2 cm*...). 

Des sérums filirés perdent réguli¢rement une partie de leur 
action anti-collagénasique naturelle. 

Certains sérums employés 4 la dose de 1 cm* n’empéchent pas 
la collagénase perfringens de lyser le collagéne lorsqu’ils sont 
titrés en présence de tampon phéniqué, alors qu’ils inhibent 
Yaction de cette collagénase lorsqu’ils sont éprouvés en l’absence 
de tampon. 

2° Le pouvoir anti-collagénasique des sérums humains normaux 
se montre nettement plus faible 4 l’égard de la collagénase histo- 
lytique. 

Nous n’avons trouvé une action inhibitrice totale que dans 
quelques cas ; encore opérions-nous avec des quantilés énormes 
de sérum (au minimum : 0,5 cm?) et des doses trés faibles de 
toxine (elles n’ont jamais dépassé 2 doses minima collagénasiques). 
Dans tous les autres cas, l’action anti-collagénasique des sérums 
a été nulle ou extrémement transitoire. 

Quelques sérums humains, qui, d’aprés nos constatations, 
renfermaient une quantité relativement élevée d’anticollagénase, 
3¢ sont montrés capables (sous le volume de 0,5 cm) de protéger 
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une souris sur deux contre deux doses mortelles de toxine histo- 
lytique. Un tel phénoméne, déja observé avec des sérums de 
cheval normaux, tient sans doute partiellement a la richesse en 
lipides de ces milieux. Mais il est rare, Beaucoup plus souvent, 
les sérums humains normaux n’ont aucune vertu protectrice a 
l'égard de la toxine histolytigue. 


B. — Sérums chauffés. 


Le pouvoir anti-collagénasique que manifestent les sérums 
humains normaux vis-a-vis des toxines perfringens ou histoly- 
tique tient-il a la présence d’anticorps naturels ou de simples 
inhibiteurs ? 

C’est pour le savoir que nous avons recommencé les expé- 
riences précédentes en utilisant, cette fois, non plus des sérums 
frais, mais des sérums chauffés a 56°, les recherches sur les anti- 
hyaluronidases ayant montré que les simples inhibiteurs sont 
particuliérement thermolabiles. 

Voici nos résultats. 

1° Le chauffage a 56° maintenu pendant trente minutes ou 
pendant une heure, parfois respecte, parfois supprime comple- 
tement le pouvoir anti-collagénasique que possédent un grand 
nombre de sérums humains a |’égard de la toxine perfringens. 

Ce qu’on observe dans. la majorité des cas, c’est une simple 
diminution de l’activité anti-collagénasique. 

2° Dans quelques cas, trés rares, le chauffage a respecté ou 
simplement atténué l’action anti-collagénasique des sérums 
humains vis-a-vis de la collagénase histolytique. Presque toujours, 
il a supprimé cette action, totalement. 

De tels résultats autorisent, semble-t-il, 4 proposer les conclu- 
sions suivantes : 

a) L’effet anti-collagénasique des sérums humains, en ce qui 
concerne la toxine histolytique, parait généralement di a des 
inhibiteurs ; i 

b) Au contraire, dans le cas de la toxine perfringens, il doit 
dépendre surtout de véritables anticorps. ; 

Pareilles conclusions, d’ailleurs, n'ont rien qui puisse 
surprendre puisqu’on sait, depuis longtemps déja, qu'il existe 
des anticorps naturels anti-perfringens (plus précisément de 
Vantitoxine «) dans beaucoup de sérums normaux (prélevés par 
exemple chez le cheval). Ces anticorps naturels auraient pour 
origine une infection occulte qui, rare par CL histolyticum, 
parait au contraire trés fréquente par Cl. perfringens. 


C. — Sérums provenant de sujets malades. 


Les expériences que nous venons d’exposer indiquent que. 
chez l'homme normal, le titre des anti-collagénases sériques varic 
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quelque peu d’un sérum a l’autre, mais toujours dans des limites 
assez étroites. 


Peut-on, en revanche, observer des variations importantes 
(comme cela a été constaté a propos des anti-hyaluronidases 
naturellement acquises) lorsqu’on opére avec les sérums de sujets 
malades ou soumis a l’action de divers médicaments ? 

Ce point était tout particuliérement intéressant a fixer pour le 
eroupe d’affections réunies sous le nom de « maladies du colla- 
gene », et chez des malades traités par l’A.C.T.H. ou la 
cortisone. 

Nous avons done examiné — a cdté de nos sérums normaux — 
un grand nombre de sérums pathologiques provenant de sujets 
atteints de polyarthrite chronique évolutive, de dermatomyosite, 
de spondylose, d’érythrodermie, de myélomes ou de cancers, et 
qui, parfois, avaient recu de l’A. C. T. Hl. ou de la cortisone. 

Mais l’étude de ces sérums n’a révélé aucun fait nouveau 
puisque nous n’avons jamais observé une teneur en anti-colla- 
genase (vis-a-vis de Cl. perfringens et de Cl. histolylicum) parti- 
culiérement élevée. 

il apparait ainsi que !es maladies du collagéne ne peuvent pas 
éire caractérisées d’aprés le titre anti-collagénasique des sérums. 


Raisums. 


1° Cl. bifermentans élabore, comme Cl. perfringens et Cl. histo- 
lylicum, une collagénase. 

2° Le chauffage des toxines perfringens, maintenu pendant cing 
minutes, détruit & 70°, ef aussi bien a 100°, leur pouvoir collagé- 
nasique. 

3° Un chauffage modéré (39°) mais prolongé diminue progres- 
sivement les activités lécithinasique et collagénasique des toxines 
auaérobies et, en méme temps, leur pouvoir dermonécrosant. Mais 
celui-ci pouvant subsister aprés destruction complete de la colla- 
génase, on doit penser qu’il n’est dQ que pour une trés faible 
part a cet enzyme. 

4° Les sérums humains normaux peuvent renfermer des anti- 
collagénases capables de neutraliser les diastases correspon- 
dantes, élaborées par Cl. perfringens ou Cl. histolyticum. Cet 
effet anti-collagénasique est en tout cas peu marqué, méme chez 
les sujets atteints d’une « maladie du collagéne », qu’ils soient 
traités ou non par la cortisone ou l’A. C. T. H., mais il est parti- 
culiérement faible vis-a-vis de Ja toxine histolytique. Les anti- 
collagénases sériques paraissent étre constituées tantot par de 
simples inhibiteurs, tantét par des anticorps naturels. 


ETUDES SUR LE COLLAGENE 284 


BIBLIOGRAPHIE 


{4] C. R. Soc. Biol., 1944, 138, 273 et 794; ces Annales, 1946, 72, 12 
et 384 ; Rev. Immunol., 1950, 414. 9. 

[2] Ces Annales, 1950, 78, 190. 

{3] Ces Annales, 1946, 72, 384. 

[4] C. R. Acad. Sci., 1949, 229, 264 


ANTIBIOTIQUES ET LYSE BACTERIOPHAGIQUE 


Vv. — SUR LA FIXATION ET LA MULTIPLICATION 
DU PHAGE STAPHYLOCOCCIQUE TWORT 
EN PRESENCE DE LA STREPTOMYCINE 


par Ewarp EDLINGER (°). 


(Institut Pasteur, Service du Bactériophage et C. N. R. S.) 


Dans des travaux antérieurs [4, 2, 3, 4] nous avons montré que 
la streptomycine n’avait pas d’action antiphage directe, mais que 
eclte substance, ajoutée avant ou en méme temps que le phage, 
retardait sensiblement la lyse du staphylocoque Twort par le 
phage du méme nom. Si on ajoute Ja streptomycine aprés le 
phage, mais avant que la lyse ne commence, on constate que 
celie-ci s’effectue avec un retard semblable 4 celui que nous avons 
indiqué plus haut. 

Pour essayer d’élucider la relation hdte-phage dans les phéno- 
ménes observés, nous avons étudié l’action de la streptomycine 
sur la fixation et sur la multiplication de Vagent lytique. 


Fixation DU PHAGE. — Nous avons utilisé le staphylocoque 
blanc Twort et le phage homonyme. Des cultures de quatre a 
cing heures, contenant de 100 4 500 x 10° germes, A 37° C, en eau 
peptonée, sont additionnées d’un nombre dix a vingt fois moindre 
de corpuscules bactériophagiques. La moitié de ces cultures recoi- 
vent en méme temps différentes doses de streptomycine allant de 
16 a 200 pg par centimétre cube. L’autre moitié, n’ayant recu 
que le phage, sert de témoin. On préléve a différents intervalles 
0,1 cm*® du mélange qu’on dilue dans 10 cm® d’eau glacée et on 
centrifuge. Le liquide surnageant est dilué encore cent fois. 
IV gouttes de cette dilution sont étalées sur une boite de gélose 
préalablement ensemencée avec une suspension assez dense de 
staphylocoque. En soustrayant le nombre de plages trouvées du 
nombre obtenu au départ, on connaitra la quantité de corpus- 
cules fixés. 


Nous reproduisons ici le résultat d’une de ces expériences avec 


(“) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1 juin 1950. 
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20 ug de streptomycine par centimétre cube, Les autres doses de 
lantibiotique produisent sensiblement les mémes effets. 


Nombre de phages par centimétre cube... ... 15-148 & 106 
Nombre de bactéries par centimetre cube... . . 360 106 


PHAGES FIXES P. 100 
TEMPS a Od 
minutes 20 pg. de streptomycine 


Temoln par centimétre cube 

DUNE Reon ceteneres oP oe Be ae se 5 12, 7- 75,6 

ON Ss eB i ees esa oe 96 95,3 

NOS ier phe os won Conan g: Tae wot TE 94 100 

US tae sy amie jiiectise Sens akg 98,2 100 

OS Eo Once ne ee ee ier: 90 87 

UB). ce Ea ic cee eee eee oe Gre 81,6 90,4 

DON eit eh des Bel to eee ee ae 14,4 89 

Seeder area res eae rs, ear, DN ae! 23A0) 87 


Dans les premiéres minutes, une grande partie des corpuscules 

est déja fixée ; la fixation est presque compléte aprés douze a 
| quinze minutes, aussi bien dans le cas du témoin que dans celui 
du mélange bactérie-bactériophage additionné de différentes 
doses de streptomycine. Donec la fixation du phage n’est nulle- 
ment empéchée par l’antibiotique lorsque celui-ci est ajouté en 
méme temps que le phage. 

Aprés dix-sept minutes on observe chez le témoin la libération 
de nouveaux corpuscules, tandis que la streptomycine semble 
empécher la libération. Nous reviendrons ultérieurement sur ce 
phénoméne. ; 

Que se passera-t-il si l’on ajoute la streptomycine avant le 
phage ? Il convient de faire remarquer auparavant que si l'on 
ajoule l’antibiotique a une culture bactérienne, on obtient une 
bactériostase, voire une diminution du nombre des_bactéries, 
tandis que dans la culture-témoin sans streptomycine, la densité 
bactérienne continue a augmenter. | 

Il est évident qu’une diminution du nombre des _bactéries 
amoindrit les chances de rencontre entre les phages et les bactéries 
et, par lA méme, les chances de fixation du phage. Le pour- 
centage de la fixation sera donc plus faible que celui de la fixa- 
tion dans une culture plus dense. II s’ensuit que l’on ne peut pas 
comparer les résultats du mélange-témoin bactérie-phage avec 
celui du mélange qui a regu auparavant la streptomycine. Nos 
expériences ont toujours montré une diminution de la fixation 
pour le mélange bactérie-phage avec streptomycine en compa- 
raison avec le témoin. 

Pour obvier a cet inconvénient, nous avons finalement adopté 


le mode suivant : 
La culture bactérienne qui sert de témoin et la culture qui 
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recoit la streptomycine sont maintenues a +4° C jusqu’a l’adjonc- 
tion du phage. 

D’autre part, nous avons aussi ulilisé une culture du staphy- 
locoque Twort streptomycino-résistante avec ou sans strepto- 
mycine. Le temps de fixation a toujours été de quinze minutes. 

Voici le résultat d’une de ces expériences : 


Nombre de phages par centimétre cube... . 1447 X 10° 
Nombre de bactéries au départ......... 100-120 X 10° 
TEMPS STAPHYLOCOQUE | STAPH YLOCOQUE 
decontact | Twort + 20 ug. Twort STAPHYLOCOQUE | S'*>Ty)C0OTs 
avec la strepomycine streptomycino- ; Mes 
streptomycine au résistant + 20 pe. Témoin Be ee 
en heures centimétre cube | streplomycine 
0 96,7 98,7 94 100 
3 94 96,5 40 94 
6 67 89 93 92,5 
48 10 2 91,8 °s 94 
24 56 90,3 89,2 87 
48 64 95 , 4 84 88,6 


Si la streptomycine est ajoutée trois heures avant, la fixation 
est sensiblement la méme pour tous les tubes. Mais si la culture 
du staphylocoque Twort a été en contact pendant six heures ou 
davantage avec la streptomycine, le taux de fixation est sensi- 
blement diminué. La culture streptomycino-résistante n’est pas 
influencée par Vadjonction de lantibiotique. Linz [5] a montré 
que la streptomycine agit encore aux basses températures et que 
son action antibiotique devient irréversible aprés quatre heures. 

D’aprés ce résultat, on serait en droit de supposer que les 
bactéries ayant subi une altération irréversible par la strepto- 
mycine, n’ont plus le méme pouvoir de fixer les phages et que 
la streptomycine n’intervient pas directement pour entraver le 
processus de fixation. I] est plus vraisemblable que la diminution 
du nombre des bactéries s’effectue encore aA 4°C et que, par 
suite, la fixation est diminuée. 


MULTIPLICATION DU BACTERIOPHAGE. — Une série de tubes 
contenant 10 cm® d’eau peptonée recoivent chacun 0,1 cm? d’une 
suspension de 1 x 10® germes d’une culture de staphylocoque 
Twort de dix-huit heures 4 87° C sur gélose inclinée. {ls recoi- 
vent environ 1 x 10* phages Twort par centimétre cube et ils sont 
mis 4 l’étuve 4 37° C. ‘A différents intervalles, on ajoute 20 yg 
de streptomycine par centimétre cube. Un tube ne recoit pas de 
slreptomycine et sert de témoin. Des deux tubes qui recoivent, 
dans les mémes conditions, une culture streptomycino-résistante 
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de staphylocoque Twort, l’un recoit la streptomycine en méme 
temps que le phage et l’autre qui ne recoit que le phage sert de 
témoin. 

Pour les titrages du phage, on préléve de temps en temps 
0,1 cm* de la culture de chaque tube. On effectue la numeration 
des plages obtenues par étalement de la dilution convenable de la 
culture sur une boite de gélose préalablement ensemencée avec 
une suspension dense de bactéries. 

Les résultats sont condensés sur la figure 1. Le tube 1 (témoin) 


se ee ee eS ee ei os ee 


TITRE EW PHAGES 
» 
= 


t Addition de 20d ce 
streptomycine/cin 5 
aans le tube. 


10 
10° aececeeenss ones 
erupts 
012365 70 15 20 25 50 35 40 OnE 


i Les tubes 4, 2, 3, 4, 5 
Itiplication du phage en présence de streptomycine. 
a Sa One: de l’expérience 1 X 10° one de aoe aes 
imétr bes 7 e a méem 
blanc Twort par centimétre cube. Les tu ; ne q 
mutant Rann cinotesistant: Les tubes 1 et 8 servent de témoins. 


montre une augmentation du nombre des phages a 4 x al oe 
bout de deux heures. Le tube 2, qui recoit la Ss a 
méme temps que le phage, montre dans la Ue cee. 
légére Sane du titre ie ee ieee ee. 
eure, le titre s’abaisse 4 4 x ) ; 
ae la trente et uniéme heure sensiblement au See es 
Le tube 3, qui ne recoit la streptomycine qu i a ie ay 
introduction du phage et qui a, a ce teu e ae oe 
en phage que le tube 1, montre une oe ae ne 
les deux heures qui suivent, au niveau du ttre | a 
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tube 4, qui recoit la streptomycine deux heures apres que le 
phage a été ajouté et 4 un moment ot la lyse est déia effectuée, 
le tube 5 dans lequel on ajoute Ja streptomycine trois heures 
apres le phage et le tube 6 qui regoit la streptomycine trente 
heures aprés le phage, ne marquent aucun changement dans leur 
titre en phage, qui reste le méme que celui du tube témoin. Enfin, 
les tubes 7 et 8 qui contiennent une culture streplomycino- 
résistante et dont le premier a regu la streptomycine en méme 
temps que le phage, montrent la méme augmentation du tilre 
phagique que le tube 1. 

A la trente-deuxiéme heure, les titres en phage des tubes 2 
et 3 montent brusquement pour atteindre le titre des autres tubes. 

Il résulte de ces chiffres que la streptomycine ajoutée avant la 
lyse empéche la multiplication du phage et provoque méme une 
diminution du titre, tandis que la streptomycine ajoutée aprés la 
lyse ne change pas le titre. Mais cet empéchement n’est qu’u4 
retard temporaire. Ce résultat correspond parfaitement aux 
observations faites antérieurement au microbiophotométre (Faguet 
et Edlinger [4}) d’aprés lesquelles la lyse est retardée jusqu’a 
Vapparition de cultures streptomycino-résistantes. Ainsi, dans un 
mélange bactériophage-bactéries streptomycino-résistantes, l’intro- 
duction de Vantibiouque ne retarde pas la multiplication du 
phage. 

Nous avons remarqué, dans nos expériences sur la fixation, 
que la libération du phage était retardée par la streptomycine. 
Mais les conditions d’expérience ne sont pas exactement les 
mémes dans notre étude sur la fixation et dans celle sur la multi- 
plication. Dans la premiére, nous n’avons titré que les phages 
libres, tandis que dans Ja deuxiéme expérience on effectue une 
numération des phages de la culture, c’est-a-dire des « centres 
infectieux » dont certains peuvent ¢tre produits par un phage 
libre, d’autres par une cellule bactérienne infectée bourrée de 
corpuscules non encore libérés. I] semble bien que ces conditions 
ne changent que quantitativement les résultats ; mais il n’est pas 
possible actuellement de donner plus de précisions a ce sujet. 

Le retard infligé a la libération des phages par la strepto- 
mycine pourrait expliquer la diminution du titre en phage qui 
survient dans les tubes 2 et 3 : les phages sont fixés sur des 
bactéries qui subissent ]’action de Ja streptomycine, et ne sont 
pas libérés jusqu’au moment de la poussée de la culture strepto- 
mycino-résistante. La diminution du titre ne sera done qu’appa- 
rente. En réalité il n’y a qu’une diminution de phages libres et 
la fixation de plusieurs corpuscules phagiques sur une cellule 
hactérienne qui, dans le titrage ne donnera qu’une seule plage. 

Mais Véventualité d’une véritable inactivation de phages déja 
fixés ne peut pas élre exclue. La multiplication postérieure ne 
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contredit pas cette hypothése, parce que les phages libres qui 
sont présents au moment de la reprise de la culture suffisent 
pour atteindre un titre élevé et provoquer la lyse. 

D’autre part, nos observations antérieures au microbiophoto- 
metre nous avaient montré qu’il y a aussi une lyse de cellules 
bactériennes arrétées dans leur croissance par la streptomycine. 
En effet, le degré de la densité bactérienne est plus bas apres la 
lyse que celui qu’on observe pendant l’arrét de la phase de la 
croissance. La lyse de la culture en croissance déclenche la lyse 
de la masse bactérienne totale suivant un processus analogue A 
celui de la lyse secondaire de Wollman [6]. L’inactivation 
signalée ne serait done que temporaire. 

En résumé : Dans les conditions de nos expériences, la 
streptomycine n’empéche pas la fixation des bactéries, mais les 
phages fixés sur les bactéries qui subissent l’action de cet anti- 
biotique ne peuvent ni étre libérés ni se multiplier. Dans une 
culture streptomycino-résistante, la fixation, la libération et la 
multiplication des phages se produisent sans entrave en présence 
de streptomycine. 

Le mécanisme de la fixation des phages qui est, comme on le 
sait, dans une certaine mesure indépendant de l'état de la cellule 
bactérienne, n’est pas influencé par l’antibiotique, tandis que la 
libération et la multiplication des phages ne peuvent se produire 
st les bactéries subissent la hactériostase par Vaction de la 
streptomycine. 
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METHODE DE TITRAGE DE LA SENSIBILITE 
DU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
AUX ANTIBIOTIQUES 


par P.-J. COLETSOS, H. BOISVERT et M'* E. ORIOT (*). 


(Unstitut Pasteur. 
Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose.) 


Depuis gue les antibiotiques sont inlervenus dans la thérapeu- 
tique des infections, on se préoccupe de |’étude du phénoméne 
de la « résistance » microbienne qui, comme on le sait, se mani- 
feste dans des délais variables, parfois trés courts au point de 
rendre dans ce cas la drogue inopérante et méme nuisible. 

Les antibioltiques du Mycobacterium tuberculosis, la strepto- 
mycine de Waksman [4] en téte, n’échappent pas a ce phéno- 
méne. Seuls les délais d’apparition de la « résistance » varient 
suivant la forme, la nature et lancienneté des lésions et suivant 
Ja constitution et le mode d’action du produit utilisé. 

Pour la streptomycine, il a été relativement facile de mettre 
en évidence le phénoméne de la résistance in vivo [2], confirmé 
ensuite in vitro [8]. Il en est un peu différemment avec les autres 
antibiotiques. 

Dans l’étude de la résistance du Mycobacterium tuberculosis 
aux antibiotiques, il convient de considérer le point de vue du 
bactériologiste et celui du clinicien. Ainsi par exemple, pour la 
streptomycine, alors que le développement de colonies bacillaires 
en présence de 1, 2 et 5 wg est déja considéré comme une strep- 
lomycino-résistance sur le plan purement bactériologique, ce 
nest qu’a 10 pg et au-dessus que ce phénoméne revét une signi- 
fication clinique. 

Cela, parce que les concentrations moyennes de streptomycine 
dans le sérum sanguin des malades soumis a un traitement stan- 
dard et par voie parentérale, oscillent autour de 10 yg. 

Pour les autres antibiotiques du Mycobacterium tuberculosis, 
les sulfones [4] et le P. A. S. [5] plus spécialement, le seuil de la 
résistance ayant une signification clinique et qui est de 10 pg 
pour la streptomycine, n’a pas encore été établi [6]. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1950. 
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Cela se concoit facilement 

_D’une part, parce que le dosage précis de ces deux groupes 
d’antibiotiques, sous leur forme active, dans le sérum des malades 
nest pas tres facile a réaliser ; 

D’autre part, parce que ces antibiotiques étant administrés par 
vole orale, dans la majorité des cas, il devient assez malaisé 
d’escompter pour tous les malades en traitement une courbe de 
concentration et d’élimination stable. 

Cette évaluation devient d’autant plus difficile que, rares sont 
les malades susceptibles d’observer une discipline rigoureuse 
dans le rythme d’absorption de l’un ou de l’autre de ces antibio- 
tiques, souvent perturbé d’ailleurs par l’apparition de petits 
malaises (nausées, céphalées, etc.) qui justifient aux yeux du 
malade et du médecin des écarts appréciables dans la posologie 
quotidienne de la drogue. 


TITRAGE DE LA SENSIBILITE DU Mycobacterium tuberculosis 
AUX ANTIBIOTIQUES. 


GENERALITES. — Le titrage du M. T. aux antibiotiques, en com- 
paraison avec les autres germes, offre des difficultés pour les 
raisons suivantes 

1° Le M. T. est un germe exigeant et relativement difficile a 
isoler lorsqu’il s’agit d’une premiére culture ; 

2° La « primo-culture » donne des colonies macroscopiques 
dans des délais assez longs (deux semaines minimum) ; 

3° Le M. T. se rencontre exceptionnellement a |’état pur dans 
les excreta des malades (expectoration, urine, etc.). 

D’ot la nécessité 

1° De traiter convenablement et précautionneusement les pro- 
duits pathologiques et bacilliféres avant de les ensemencer, afin 
de détruire la flore microbienne associée tout en respectant au 
maximum la vitalité des bacilles ; 

2° D’ensemencer sur des milieux de culture a la fois résistants 
aux surinfections et trés sensibles au développement de colonies 
bacillaires. 


Minieux DE CULTURE FAVORABLES AU TITRAGE. — Tous les 
milieux de culture du M. T. peuvent, a la rigueur, servir pour 
son tilrage aux antibiotiques. Cependant, parmi les milieux 
liquides, les plus aptes et les plus utilisés sont les milieux de 
Dubos et celui de Youmans. 

En principe et a cause des contaminations trop fréquentes, les 
milieux liquides ne conviennent qu’au titrage indirect, c’est-a- 
dire en partant de colonies bacillaires déja isolées sur milieu 


| solide. Jensen, Etienne Bernard et Kreis [7] ont utilisé la méthode 
de culture sur lame, préconisée par Pryce [8] pour effectuer le 


titrage direct. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 79, n® 3, 4950. 49 
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Actuellement, a la lumiére des travaux consacrés a ]’étude de 
la streptomycino-résistance, il apparait nettement que, de préfe- 
rence, on devrait utiliser les milieux solides chaque fois que cela 
semble possible. 

Enc effet. ; 

1° Les milieux solides conviennent mieux que les milieux 
liquides a la « primo-culture » et par conséquent au tifrage 
direct : 

2° Le titrage direct sur milieux solides permet d’avoir une 
appréciation a la fois qualitative et quantitative de souches bacil- 
laires directement isolées du malade ; 

3° Le titrage direct ne fausse pas la composition et l’aspect de 
la population bacillaire, ce qui n’est pas le cas lorsqu’on opére 
sur des milieux liquides et aprés repiquage ; 

4° Les colonies bacillaires sur milieux solides évoluent indivi- 
duellement et leur étude isolée est ensuite possible ; 

5° Les milieux solides contenant du vert malachite et coagulés 
d des températures supérieures 4 56° sont moins exposés que 
les milieux liquides aux contaminations ; 

6° Utilisés pour le titrage direct, ils offrent l’avantage consi- 
dérable et trés appréciable de donner une réponse rapide. 

Pourquoi les milieux solides n’ont pas encore eu une utiltsa- 
tion plus répandue ? 

a) Parce qu'il faut disposer d’un produit bacillifére 4 examen 
direct. En effet, un titrage effectué avec un produit trés pauci- 
bacillaire et qui ne donnera que de rares colonies sur le tube 
témoin, ne peut étre considéré comme valable. 

Or, les malades traités surtout a la streptomycine voient consi- 
dérablement diminuer Iles bacilles dans leurs excreta et en outre 
un grand nombre de malades, surtout a la phase d’attaque par 
les antibiotiques (trente premiers jours), éliminent des bacilles 
altérés, sénescents ou morts incapables de se développer ou dans 
des délais anormalement longs, parfois supérieurs A deux 
mois [9]. 

b) Tous les milieux solides n’offrent pas une égale résistance 
aux contaminations ni la méme sensibilité au développement de 
colonies bacillaires. 


Aux Etats-Unis, les milieux de culture solides les plus utilisés 
sont : 


Le milieu de Hérold gélosé a l’ceuf [40] ; 

Les milieux de Dubos gélosés [44] ; 

Le milieu de l’American Trudeau Society [42] ; 

Le milieu de Lowenstein simple ou modifié par Jensen [42]. 

En principe, tous peuvent étre utilisés pour le titrage, mais 
les milieux qui ne contiennent pas de vert malachite, coagulés 
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et slérilisés 4 basse température comme le Dubos gélosé, sont 
plus exposés aux contaminations que les autres. 

Le plus gros handicap du titrage direct sur milieux solides 
semble étre Paddition de l’antibiotique avant la coagulation du 
milieu et par conséquent le chauffage de Vantibiotique a des 
temperatures supéricures 4 37°-38°. C’est la réserve que Youmans, 
Abdulla, J. Sweany et H. Sweany [42] formulent dans l’exposé 
de leur méthode de titrage direct ot les résultats varient d’un 
laboratoire a l’autre. 

Nous partageons d’autant plus leur avis que nous nous sommes 
heurtés au méme inconvénient dans la premiére méthode de titrage 
direc que nous avons étudiée avec J. Bretey et H. Boisvert [43], 
qui était comparable a celle décrite par Karlson et Needham [44] 
et a celle des auteurs ci-dessus cités. 

La méthode que nous avons préconisée et mise au point en 
collaboration avec H. Boisvert [45] pour le titrage du M. T. a la 
streptomycine et dont l’originalité consiste en limprégnation des 
milieux de culture par l’antibiotique en surface : 

a) Permet d’éviter tout chauffage de l’antibiotique au-dessus 
de 37°-38° ; 

b) Renforce le pouvoir antiseptique des milieux et 

c) Raméne presque extemporanément par évaporation les solu- 
tions d’antibiotiques introduites dans les tubes a l'état semi- 
solide. 

Est-ce la explication du fait que le titrage du M. T. par cette 
méthode se montre trés stable et précis, méme lorsqu’il s’agit 
d’antibiotiques de synthése tels que le P. A. S. et les sulfones (?), 
alors qu’il est difficile d’effectuer un titrage rigoureux avec ces 
antibiotiques en milieux liquides ? : 

Est-ce aussi da au fait que la culture en présence de ces anti- 
biotiques s’effectue enticrement en surface et au contact direct 
de lair? ; 

Ce sont la des questions que nous étudions actuellement, mais 
nous n’avons pas encore une opinion définitive ; cependant, le 
fait nous incite A chercher une explication. 


DescrIPTION DE LA METHODE. — Matériel humain ou animal. — 
On peut utiliser des produits de toute nature, 4 condition qu ils 
soient bacilliféres au frottis direct. 

Si les produits sont stériles (liquide céphalo-rachidien, liquide 
pleural, etc.), ensemencer directement. 

Si les produits sont contaminés, ensemencer aprés traitement 
au mortier par Ja soude & 4 p. 100, séjour a ]’étuve pendant une 
heure et neutralisation 4 l’acide sulfurique a 4 p. 100. 

Pour les produits a faible concentration bacillaire, il y a leu 
de procéder A l’homogénéisation et d’utiliser le culot de centr 
fugation. 
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Matériel de laboratoire. — Utiliser des milieux solides et de 
préférence le milieu de Léwenstein-Jensen glycériné, ou le milieu 
de Dubos gélosé simple ou additionné de jaune d’ceuf, ou tout 
autre milieu solide : Petragnani, milicu de Hérold gélosé a 
Voeuf, etc. Ces milicux doivent étre distribués et coagulés dans 
des tubes a fond plat et a large surface dits « tubes de Legroux ». 


PREPARATION DES DILUTIONS. — L’imprégnation des milieux de 
culture par l’antibiotique, s’effectuant en surface, c’est létendue 
de celle-ci en centimétre carré qui servira de guide pour préparer 
les dilutions correspondantes. 

Le tableau I indique en haut les concentrations convenables 
d’antibiotiques exprimées en pg et au centimetre cube. 

Les chiffres du milieu indiquent le nombre de pg qui sont 
contenus dans 0,25 cm* de chaque dilution. 

Les chiffres qui figurent sur les tubes indiquent la concentra- 
lion finale d’antibiotique par centimetre carré de milieu. 


TaBieau I. 


DILUTIONS DE L’ANTIBIOTIQUE DANS DU BLEU DE TOURNESOL A 30% 


0 
40000%, 20000%, 10.00%, 4000%. 2000%. 1000%, 200%, — 1003/, rovanesor punasox 


| 


O25= ozs = O25 0°25 = 
10.0008 5.0005 25005  1000% 


E 


TUBES DE LEGROUX OFFRANT 50°* DE SURFACE A LA CULTURE 


La gamme des dilutions indiquées dans le tableau I a été prévue 
pour des tubes plats de « Legroux » offrant 50 cm? de surface 
ala culture. 

Il sera trés facile de la modifier si on utilise des tubes ou 
fioles offrant une surface inférieure ou supérieure A 50 cm?. 

Ce sur quoi nous insistons particuli¢rement, c’est qu’il ne faut 
se servir que de tubes, fioles ou boites a surface plane et régu- 
liére. 

L’uthsation de la méthode en dehors de ces conditions (sur 
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tubes cylindriques par exemple) entraine des variations trés 
appréciables dans l’imprégnation du milieu et par conséquent 
dans les résultats. 


EQUIVALENCE EN p& (MICROGRAMMES) ET uNITY:s. — I. Pour la 
sireptomycine. — 1 pg=1 unité Waksman (U. W.). 

Introduire dans le flacon de streptomycine la quantité d’eau 
bidistillée stérile indiquée sur la notice pour obtenir une solution 
mére a 100.000 pg par centimétre cube. 

Utiliser des tubes de Legroux titrant 1, 5, 10, 20 et 50 pg au 
centimétre carré plus un témoin. 

If. Pour le P. A S. — II faut calculer en pg. Comme on utilise 
généralement un sel de soude, sa teneur en P. A. S. actif varie ; 
ii faut done étre renseigné sur ce point par le fabricant. 

Par exemple: il faut peser 1,881 g. de P. A. S. de sodium 
(Spécia) pour avoir 1 g., soit 1.000.000 pe de P. A. S. actif. 

Pour avoir une solution de 100.000 pg: mettre 1,381 g. de 
P. A. S. de sodium dans une fiole jaugée a 10 cm’; dissoudre 
d’abord dans 5 cm* puis compléter a 10 cm*. 

A conserver a la glaciére et a l’abri de la lumiére. I] est pré- 
férable d’éprouver sa stérililé en ensemencant III gouttes dans 
un tube de bouillon quarante-huit heures avant de s’en servir. 

Utiliser les tubes de Legroux titrant 0,2, 0,5, 1, 5 et 10 pg 
au centimétre carré plus un tube témoin. 

III. Pour la néomycine (1) [46]. — I] faut calculer en unités ; 
Péquivalence entre pg et unilés n’étant pas fixe pour tous les 
échantillons. 

Pour nos titrages, nous nous sommes servis d’un échantillon 
de néomycine qui titrait 0,20 U. pour 1 yg. Utiliser les tubes de 
Legroux titrant 10, 20, 50, 100 et 200 unités de néomycine plus 
un tube témoin. 

IV. Pour les sulfones. — Le calcul et le titrage sont beaucoup 
plus délicats et difficiles. Ce qu’on doit rechercher, c’est d’avoir 
a partir d’un produit connu, son équivalence en sulfone mére ou 
1358 F, produit actif qui, lui, pur, n’est pas soluble dans l’eau 
et par conséquent impossible 4 utiliser pour le ttrage. 

Pour le titrage, nous avons utilisé l’exosulfonyl chirurgical 
(1500 F), solution a 50 p. 100 (Théraplix). 

Utiliser les tubes de Legroux titrant 200, 500 et 1.000 pg au 
centimetre carré plus un tube témoin. 


Trcuniour. — Prendre une série de tubes de milieu fraiche- 


(1) Nous tenons a exprimer nos plus vifs remerciements a la Direc- 
tion de l'Institut Pasteur et 4 M™° Grumbach, d’avoir bien voulu nous 
céder une part de la faible quantité de néomycine que le professeur 
Waksman, son inventeur, a mis & la disposition de l'Institut dans un 
but de recherches. 
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ment coagulé. Les disposer 4 l’envers et inclinés de telle sorte 
que la solution d’antibiotique s’accumule dans le fond des tubes 
contre la paroi de verre, sans contact avec le milieu. 

Retourner ensuite les tubes un par un de fagon a étaler la solu- 
tion tournesolée en commencant par le fond. 

Par des mouvements latéraux et une inclinaison de plus en plus 
accentuée vers l’ouverture du tube, le liquide progresse régulié- 
rement et recouvre en s’épuisant toute la surface du milieu. 

Maintenir les tubes en position horizontale. Wecommencer 
Yopération si nécessaire une ou deux fois. Placer enfin les tubes 
» l’étuve a 37° pendant quelques heures pour achever ]’impré- 
gnation. 

L’évaporation étant obtenue et Jes milieux uniformément bleutés 
sur toute la surface, ensemencer les produits a étudier comme 
pour une culture normale. 

Il est trés important d’ensemencer avec ]a méme pipette et de 
préférence avec une pipelte graduée, exactement la méme quan- 
tité dinoculum dans tous les tubes (XV _ goultes suffisent). 

Boucher sans trop enfoncer le coton dans le tube, capuchonner 
et placer 4 nouveau horizontalement a l’étuve a 87°. 


Résuttars. — A partir du septi¢me ou huitieme jour, on peut 
avoir une appréciation de |’¢tat de résistance a l’antibiotique 
ulilisé par la recherche au microscope des « colonies bacillaires 
naissantes », au moyen d’un frottis effectué par raclage des 
milieux. 

Au microscope, on doit toujours trouver des « colonies nais- 
santes » sur les tubes témoins. S’il en est de méme pour les tubes 
additionnés d’antibiotique, il faut remonter progressivement des 
litres les plus faibles aux plus forts, jusqu’a ce qu’on ne trouve 
plus de « colonies naissantes »; le dernier tube positif indique 
le taux minimum de résistance pour le jour ot! l’examen a été 
pratiqué. 

Remarque : en aucun cas, les unités ou méme les amas bacil- 
laires constatés sur frottis de raclage de culture, ne doivent étre 
considérés comme un développement bacillaire. Seule, la consta- 
tation nette de plusieurs groupements bacillaires, en torsades, 
écheveaux ou circonvolutions, autorise a conclure a l’ existence de 
colonies bacillaires naissantes. 

Lecture macroscopique. — Dans la majorité des cas, a partir 
du quinziéme jour, quelquefois avant, on constate l’apparition 
de fines colonies bacillaires dont l’aspect punctiforme et brillant 
contraste avec le fond bleu du milieu imprégné de tournesol. 

Le temps optimum pour la lecture macroscopique est situé 
entre la troisiéme et la quatritme semaine (fig. 1, 2 et 3). 

Les contaminations sont rares, A peine 4 p. 100 au total de nos 
cas, Sans entrainer obligatoirement la perte de la souche. 
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Remarques. — Ce n’est pas toujours le tube témoin qui donne 
des colonies apparentes en premier. 
Nous avons remarqué dans 3 p. 100 des cas, tous se référant 


Fic. 1. — Titrage direct expect..., n° 102. Résistance partielle 4 1, 5 et 40 pg. 
Une seule colonie a 20 vg. 


i 
: 
= 


Fic. 2. — Titrage direct expect..., nt 112. Résistance partielle 4 10 pg. 
Sensibilité totale @ 20 vg. 


d’ailleurs a des malades en traitement depuis longtemps et strep- 
tomycino-résistants, une certaine avance dans le développement 
initial de colonies macroscopiques sur les tubes imprégnés avec 


de trés faibles concentrations de streptomycine. 
Il est 4 préciser, toutefois, que cette avance n’est qu’éphémére 


el d’une durée exceptionnellement supérieure a dix jours. 
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S’agil-il, en l’occurrence, d’un phénoméne de stimulation des 
bacilles par l’antibiotique 2? Nous le pensons d’autant plus que 
certains de ces maiades ont reproduit ce phénoméne et deux et 
méme trois titrages successifs. 

Sur 2.000 titrages a la streptomycine, quatre fois le tube témoin 
el le tube streptomyciné & 1 pg au centimetre carré étaient restés 
négatifs, alors que les tubes streptomycinés a 5, 10 et 50 avasent 
donné de nombreuses colonies. Nous avons pensé qu'il s’agissait 
d’un phénoméne de dépendance. A la vérification par repiquage 
des colonies sur milieux solides et liquides, cette dépendance s'est 
révélée instable et éphémeére. 


Limite pe LA seENsiBiLiTE pu Mycobacterium tuberculosis sux 


Fic. 3. — Titrage direct expect..., n° 113. Résistance massive 4 50 pg. 


ANTIBIOTIQUES CI-DESSUS MENTIONNES. — 1° A la streptomycine. — 
Par la méthode que nous préconisons, la sensibilité normale du 
M. T. a la streptomycine se situe, & part de rares exceptions, 
a 1 yg au centimétre carré. 

Ce fait a été vérifié sur un nombre considérable de titrages 
(2.000). 

2° Au P. A. S. — La sensibilité normale au P. A. S. éprouvée 
sur des bacilles isolés directement du malade et sur des souches 
de laboratoire humaines virulentes, s’avére située a 0,5 pe au 
centimetre carré. 

Nous n’avons pas constaté une différence appréciable de sensi- 
bilité au P. A. S. entre les souches résistantes et sensibles a la 
streptomycine. 

Au cours de nos titrages effectués chez des malades traités, un 
seul s’est révélé résistant a la fois au P. A. S. et a la strepto. 
mycine a plus de 250 ye. 
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3° A la néomycine. — Notre expérience se limite uniquement 
_ a des souches de laboratoire. 


Leur sensibilité a été la suivante 

Pour le BCG normal et le BCG streptomycino-résistant, a 

10 unités, soit 4 50 pg au centimétre carré pour l’échantillon de 

néomycine utilisé. 

| Pour la H87Rv et la H37Rv streptomycino-résistante, la Bré- 
vannes normale et la Brévannes streptomycino-résistante, la 

_Leysin, la 141 I.:P. et la Duprey S. : Vinhibition a été partielle 

410 et 20 unités. Pas de différence notable entre souches strepto- 

_mycino-résistantes et streptomycino-sensibles. 

4° Aux sulfones. — I] est a préciser que le titrage aux sulfones 
na pas encore trouvé sa solution définitive. 

_ Les résultats peuvent varier suivant le produit utilisé, ]’équi- 
_valence de chacun d’eux en sulfone mére étant davantage théo- 
rique que réelle. 

Il est donc indispensable que tout titrage effectué dans un 
but clinique ou de recherches comporte l’ensemencement simul- 
_tané d’une souche témoin. Jusqu’a nouvel informé, c’est par 
rapport a@ une ou plusieurs souches témoins que la sensibilité ou 
la résistance sera évaluée et sans aucun rapport avec la concen- 
tration de produit actif (sulfone mére) dans les humeurs de 
Vorganisme traité. 

C’est la discipline que nous avons observée en cherchant la 
résistance sur 20 d’un groupe de 50 malades traités a la 
4-4’-diamino-diphénylsulfone (Disulone) 4 raison de 150 mg. par 
jour depuis cing mois. 

Parallélement, nous avons éprouvé la sensibilité du BCG de 
fa souche H37Rv et Brévannes. 

Dans les conditions auxquelles nous avons opéré nos titrages, 
la sensibilité s’est située entre 200 et 500 pg au centimetre carré 
de « sulfone mére ». 

Nous n’avons pas encore trouvé, parmi les 20 malades traités, 
un seul sulfono-résistant. 


En conctusion : La méthode de titrage que nous préconisons, 
expérimentée sur plus de 2.000 cas, assure, dans des délais tres 
courts et avec une grande précision, l'étude de la sensibilité et 
de la résistance du Mycobacterium tuberculosis aux antibiotiques 
-actuellement en usage : streptomycine, P. A. S., néomycine et 
,accessoirement les sulfones. 

Elle se révéle, en outre, comme un procédé de choix pour 
l'étude des antibiotiques dans les laboratoires de recherches et 
a’ application. 
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RECHERCHES PHYSIOLOGIQUES 
SUR ENDOSPORUS AZOTOPHAGUS 
(TCHAN ET POCHON 1950) 
FIXATEUR D’AZOTE 


(PREMIER MEMOIRE) 
par Y.-T. TCHAN(*). 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Microbie technique.) 


Depuis les travaux de Winogradsky et Beijerinck, la fixation de 
‘Pazote moléculaire par les micro-organismes aérobies et anaé- 
‘robies est un fait bien connu, mais le nombre des espéces qui en 
‘sont responsables est resté longtemps réduit. Cependant, les 
‘recherches récentes montrent qu’un grand nombre de germes du 
genre Clostridium possédent cette fonction [4] ainsi que certains 
:germes photosynthétiques [2]. La source d’azote pour ces derniers 
.germes ne peut étre uniquement moléculaire et le milieu de culture 
‘doit contenir une petite quantité d’azote combiné. Le pouvoir de 
‘proliférer sur un milieu strictement sans azote combiné apparait 
‘comme |’apanage de Cl. pastorianum [8] et des Azotobacter. 

De ce fait, il faut encore considérer que la fixation de |’azote au 
‘sein d’un sol pauvre en azote, est surtout l’ceuvre des Azotobacter 
‘et de Cl. pastorianum. On connait relativement bien les conditions 
‘activité des Azotobacter dans la terre [4], mais on ignore presque 
eomplétement celles de Cl. pastorianum. Néanmoins, Winogradsky 
‘a montré que les sols argileux peuvent contenir ces derniers a |’état 
actif quand l’humidité est suffisante. Nous avons également pré- 
cisé que les conditions de rH du sol peuvent, dans certains cas, 
étre favorables aux microbes anaérobies de la terre [5]. Donc, il 
n’est pas exclu que les anaérobies fixateurs puissent contribuer 
4 la constitution de la réserve azotée du sol. 

Winogradsky a indiqué que Cl. pastorianum n’utilise pas la 
mannite comme source de carbone, du moins la souche qu'il a 
étudiée en 1902 [2]. Cependant, en 1926, il emploie la mannite 
pour rechercher le Clostridium fixateur d’azote dans le sol. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1% juin 1950. 
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signale que les souches isolées ont des caracteres différents, mais 
étude de celles-ci n’a pas été poussée assez loin pour pouvol 
les identifier. Afin de mieux connaitre le comportement de ces 
germes, nous nous sommes proposé de les isoler et de les étudier. 

Une grande plaque de silico-gel est imprégnée de mannite et 
de solution de Winogradsky. On ensemence avec des grains de 
terre préalablement chauffée a 60° pendant vingt-quatre heures. 
L’incubation se fait & 30° dans une cloche a vide ow l’on a éli- 
miné |’O, par un mélange d’acide pyrogallique et de soude (tech- 
nique de Winogradsky). Au bout de trois jours, nous obtenons 
une culture mixte o& domine un microbe de forme clostridienne. 
Aprés plusieurs passages sur du silico-gel dans les mémes condi- 
tions, nous ne sommes pas arrivé a purifier ceux-ci d’une fagon 
satisfaisante. L’isolement sur gélose aux sels minéraux et a la 
mannite n’a donné aucune culture. C’est en chauffant une culture 
mixte 4 80°, issue d’un milieu liquide, que nous avons obtenu la 
souche pure. 

Dés la premiére tentative d’identification, on constate que ce 
germe differe de Cl. pastorianum, car il ne prend pas le Gram et 
sa culture ne donne pas l’odeur caractéristique de l’acide buty- 
rique. 


CARACTERES MORPHOLOGIQUES. 


Nous n'indiquons ici que jes caractéres essentiels détermina- 
ifs, réservant pour plus tard l’étude cyto-morphologique plus 
détaillée. 

Les cellules jeunes sont droites ou légérement incurvées, de 
4 a6 yu x 0.7 py, mobiles et a flagelles péritriches. 

L’affinité tinctoriale pour le Gram est nulle. Ceci est trés 
important car ce caractére seul suffit A le classer non pas comme 
un Clostridium, mais comme un Endosporus. (Pour étre certain 
des résultats de technique de Gram, nous avons incorporé a notre 
souche une suspension de Corynebacterium diphterie et celle 
@’un Azotobacter. Aprés la coloration, notre germe est Gram — 
avec les Azotobacter: quant au Corynebacterium, il est resté 
Gram +.) L’examen a l'état frais en présence d’iode ne nous a 
pas révélé la présence de granules iodophiles dans les cellules. 

Au bout d’une semaine de culture, on voit apparaitre les spores 
déformant la cellule, qui prend alors une forme clostridiale. Ces 
spores résistent trés bien a 100° C pendant trois minutes mais 
retiennent assez mal la fuchsine dans la coloration de Ziehl. 

La germination des spores dans des conditions favorables est 
trés rapide — une dizaine de minutes environ. La température 
limite de la culture est de 20 a 39° avec un optimum de 33°. 
A 55° on n’a plus de culture. 
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CaARACTERES PHYSIOLOGIOQUES. 


_ Le point qui attire notre attention est l’échec de l’isolement 
‘sur un milieu gélosé. En effet, sur les milieux usuels, tels que : 
(gélose profonde, eau peptonée, sérum coagulé, gélose et 
Ibouillon V.F., gélatine, eau peptonée sucrée, on n’obtient aucune 
(culture, méme aprés plusieurs jours. Par contre, la culture sur 
(ces milieux devient possible si l’on dilue l’eau peptonée avec la 
‘solution saline de Winogradsky. Ce fait trouvera une explication 
jpartielle aprés l’étude du pH. 


( 


I. — Réle du pH. 


On établit une gamme de pH avec le tampon classique au phos- 
phate de Sorensen, allant de pH 5.2 a pH 8.0. Les autres sels 
iminéraux sont ajoutés sous forme de solution standard de Wino- 
‘gradsky privée de phosphate. Le CO,Ca est remplacé par le 
(Ci,Ca. La source de carbone est constituée par du mannitol a 
lia concentration de 5 g. par litre. Ce milieu est impropre a la 
‘culture de notre germe car sa teneur en phosphate est trop élevée 
(1 p. 100 environ). On est obligé de diluer ce milieu minéral 
quarante fois au détriment de la stabilité du pH pour obtenir 
un milieu favorable 4 la croissance. Dans ces conditions on peut 
cdéterminer l’optimum de pH. 


| Notre souche préfére donc un milieu légérement acide : pH entre 
p6,2 et 7,0. 

Cette étude du pH permet d’expliquer un certain nombre de 
ffaits. D’abord les milieux usuels de laboratoire sont ajustes a 
\pH = 7.3-7.4. Ce pH est défavorable a la pullulation de notre 
-germe et permet d’expliquer les échecs de culture sur ces milieux. 
|En effet, quand ils sont dilués par la solution saline de Wino- 
kgradsky (pH voisin de 7.2) on abaisse le pH de ces milieux ¢t 
‘ainsi la culture devient possible. Un autre fait vient appuyer 
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celte interprétation. On peut obtenir des cultures sur ces milieux 
usuels a condition de les ensemencer avec 0,5 cm* d'une vieille 
culture de pH =5.8 sur milieu liquide sucré (milieu salin addi- 
tionné de sucre). En effet, il s’y est accumulé des acides de fer- 
mentation et ces acides permettent d’abaisser suffisamment le pH 
pour favoriser la culture. 

Enfin, signalons en passant qu’une concentration trop élevée 
en éléments minéraux pouvant étre nuisible a la croissance de 
notre germe, il est préférable, si on veut entretenir notre souche 
sur du silico-gel stérile, de n’utiliser que du silico-gel lavé a 
exclusion des gels de silice obtenus avec l’acide phosphorique 
sans dialyse. 


II. — Réle de Voxygeéne. 


Abordons maintenant la tolérance vis-a-vis de l’oxygéne. Cette 
étude nous permet d’apprécier Paction des germes dans les diffé- 
rents sols et dans les diverses conditions (humidité, plasti- 
cité, etc.). Dans un tube de gélose profonde lavée, additionnée 
de sels minéraux et de mannite, on ensemence une suspension 
bactérienne ; au bout de quarante-huit heures on peut apercevoir 
de petites colonies depuis le fond du tube jusqu’a la surface. 
Aprés trois ou quatre jours, ces colonies augmentent de volume, 
devenant lenticulaires sans produire de gaz. Dans la zone micro- 
aérophile, la culture est légerement plus abondante. Cette expé- 
rience montre deux faits intéressants. D’abord, ce microbe est 
capable de fixer l’azote moléculaire en présence ou en absence 
d’oxygéne et, a priori, dans toutes conditions de rH du sol. 
Cependant, son besoin en azote moléculaire en absence d’azote 
combiné et sa préférence a pulluler dans la zone microaérophile 
font penser a une légére tendance a fuir une trop grande tension 
d’oxygéne libre. Il travaillera en Iégére anaérobiose dans la 
nature. D’autre part, nous avons signalé que notre souche ne 
eultive pas sur un support gélosé et pourtant, ici, l’expérience 
a été réalisée sur gélose profonde. Le fait que la gélose a été 
lavée facilite sa croissance ; néanmoins, il ne suffit pas a lui seul 
pour expliquer ce phénoméne, car, aprés plusieurs repiquages, 
nous sommes arrivé a cultiver notre souche sur la gélose non 
lavée. Il y a certainement une sorte de modification physiologique 
a la suite des entretiens prolongés sur un milieu artificiel. 


Ill. — Aliments carbonés et type fermentaire. 


Quelle source de carbone notre germe est-il capable d’utiliser 
au sein du sol ? Nos essais sont faits en absence d’azote combiné. 
Il est logique de supposer que les fixateurs d’azote proliférent 
au maximum, en présence d’autres germes du sol, dans le cas 


ee 
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ou l’azote combiné est déja complétement épuisé. Les résultats 


_obtenus dans ce cas sont plus prés des conditions naturelles. 


Nous avons utilisé un milieu minéral de base de composition 
suivante : 


oO AnL We ol lem (ar, Toa el ah fs] ahs et oo 


SO Mere me es FU OT! Wty aS onan 


ajusté a pH 6.8 avec la soude N/20. Ce milieu est additionné de 
différents sueres et acides volatils et fixes (sous forme de sel de 


sodium) ou d’alcools, a la concentration finale de 0,5 p. 100 et 


_ensemencé avec quelques gouttes d’une culture trés jeune; on 


détermine le pH aprés sept jours d’incubation pour les sucres 
et lappréciation de la turbidité pour les alcools ou les acides. 


| Voici les résultats obtenus 


| Mannitol. Lactose. Galactose. Saccharose. Lévulose 
| pH 5,8 5,8 5,6 5.6 5.6 
ie, Glucose. Glycérine. Avabinose. Amidon. Xylose. 
pH 3,6 6,8 6,8 6,8 6,8 
Alc. éthylique. Alc. butyl. Alc. isobuty. Alc. isoamyl. 
Acétone. Oxalate. Lactate. Succinate. Benzoate. 
ap qa steate = SPA 
Butyrate. Pyruvate. Citrate. Formiate. Acétate. 
B= 415 a aie a 


-+, trés léger développement; +, développement moyen; ++, bon dévelop- 
pement. 


En utilisant le glucose comme sucre, nous avons déterminé le 
tvpe fermentaire et le rendement de fixation. Le choix du glucose 
a été fait en vue de comparer nos résultats 4 ceux obtenus par 
divers auteurs avec les Azotobacter et le Clostridium pastorianum. 

En utilisant la méthode de Dueclaux nous avons trouvé dans 
une culture agée de quinze jours (milieu synthétique a 1 p. 100 
de glucose) de l’alcool éthylique, acide formique et acide acétique 
(dans le rapport de 2 formique pour 1 acétique). La recherche 
ce Valdéhyde et de l’acétone reste négative. - 

Si l’on prolonge le temps de culture, la teneur en acide acétique 


du milieu diminue et finit par disparaitre presque complétement. 


ae iar 
Ceci n’a rien d’étonnant, notre souche pouvant utiliser l’acétate 


comme source de carbone. En milieu acide, on peut extraire par 
= 9 . . i 
Léther une trace de substance, insoluble dans leau distillée, 


304 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


soluble dans les solvants organiques. Sa nature chimique n’a pas 
pu étre déterminée. Me 

Aucun acide fixe n’a pu étre mis en évidence dans le milieu 
de culture ; ceci tient peut-étre au fait que la plupart de ces 
acides sont utilisables comme source de carbone par notre germe. 

Pour déterminer le rendement de fixation, nous avons utilisé 
des fioles bouchées afin d’éviter l’entrée de l’ammoniac dans ! 
milieu de culture [7]. En dosant le sucre par la méthode de Ber- 
rand et l’azote total par Ja méthode de Kjehldal avant et apres 
la culture, nous avons trouvé : 


AVANT L'INCUBATION APRES 9 JOURS D' INCUBATION 
a ee - se ems 
N total Sucre N total Sucre 
0,412 mg. 510 me. 0,392 mg. 400 mg. 
par 100 cm’. 
at: 0,28 
Rendement de fixation : To = 24 p. 1.000. 


Ce rendement est satisfaisant car il est intermédiaire entre celui 
de Cl. pastorianum (1 p. 1.000) et celui d’Azotobacter (1 p. 100). 


Réle cecologique. 


La tolérance dE. azolophaqus vis-a-vis de loxygéne libre 
Jui permet d’exercer son activilé dans les conditions du sol les 
plus diverses (humidité, aération, teneur en argile..., etc.). Dans 
des terres légéres, nous ne pensons pas qui lui soit possible de 
concurrencer les Azotobacter dont la vitesse de croissance est 
trés supérieure. Quand la terre est saturée d’eau, notre germe 
cst certainement capable de fixer l’azote atmosphérique au méme 
titre que le Cl. pastorianum. Dans les cas intermédiaires, son 
activité n’est pas négligeable. 

Cependant dans certains cas particuliers, il est méme capable, 
a priori, de se substituer aux Azotobacter. En effet, Varrét d’une 
fermentation banale et trés active par les germes zymogeénes du 
sol, arrét dti a l’épuisement de l’azote combiné, laisse une quan- 
lité abondante d’acides volatils et fixes; le pH local peut se 
trouver abaissé. Par suite de la respiration intense de ces fer- 
ments, le rH pourrait tomber assez bas. Ces conditions sont 
particuliérement défavorables aux Azotobacter, mais avanta- 


geuses pour la multiplication de notre germe et la fixation de 
V'azote moléculaire. 


CONCLUSION. 


by x * 
L’ensemble des caractéres morphologiques de notre germe, son 
pouvoir fixateur et son type fermentaire nous permettent de le 
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différencier de Cl. pastorianum et confirment notre proposition 
antérieure. 
Voici le résumé de ces caracteres 


Morpnotocie. — Batonnet mobile, a cils péritriches, de 4 8 
G » de long sur 0.7 y, de large. Les cellules jeunes sont droites ou 
légérement incurvées. Les cellules Agées présentent une spore 
subterminale, clostridienne. Cette spore retient assez mal le 
Zichl. Le germe ne contient pas de granules iodophiles. I] ne se 
colore pas par la méthode de Gram. 


Pirystotociz. — Le germe fixe l’azote moléculaire. I] ne cultive 
pas sur les milieux suivants: gélose profonde, eau peptonée, 
scrum coagulé, gélose et bouillon V.F., gélatine (au moins pour 
la souche fraichement isolée). 

Sur milieu synthétique minéral sans azote, les glucides suivants 
sent utilisés : glucose, saccharose, lactose, galactose, mannitol. 
Ne sont pas utilisés : arabinose, xylose, amidon, glycérol. 

Les peptones sont utilisées A condition que la concentration ne 
dépasse pas 7 & 8 p. 1.000. Les nitrates sont utilisés mais non 
réduits. La prolifération n’a lieu sur gélose que si celle-ci a été 
parfaitement Javée. En particulier, en gélose profonde (lavée) 
additionnée de sels minéraux et de mannitol, sans azote combiné. 
la répartition des colonies est du type anaérobie et microaérophile, 
et celles-ci sont lenticulaires, sans formation de gaz. 

La température optima de culture est de 33° (pas de culture 
i 55°). Son pH optimum se trouve entre 6.4 et 6.8. Les spores 
résistent cing minutes a 100°. 

Type fermentaire : alcool, acide formique, acide acétique. 
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LA PYRIMIDINE. FACTEUR DE CROISSANCE 
POUR LES SPOROTRICHUM (:). 


par E. DROUNET et F. MARIAT. 


[Institut Pasteur, 
Service de Physiologie végétale et de Mycologie (*).| 


Les Sporotrichum sont des champignons pathogénes appar- 
tenant aux Fungi imperfecti. On classe fréquemment ces champi- 
enons dans le genre Rhinocladium, mais, comme les différents 
auteurs sont trés divisés sur ce point de nomenclature — certains 
adoptant Sporotrichum, d’autres Rhinocladium, d'autres enfin 
Rhinotrichum ou méme Rhinocladiella — nous avons, pour plus 
de clarté, conservé le nom générique de Sporotrichum. Us sont 
caractérisés par un mycélium ramifié, cloisonné, 4 branches ordi- 
nairement égales, jamais verticillées, portant latéralement, ou a 
leur sommet, de nombreuses conidies ovoides (fig. 1). Ces cham- 
pignons provoquent chez homme une maladie connue sous le 
nom de sporotrichose, se manifestant par l’apparition de nom- 
breuses luméfactions gommeuses pouvant siéger sur toutes les 
parties du corps. 

La présence de Sporotrichum vivant en saprophyte sur des 
végétaux a été signalée par Gougerot et de Beurmann [9], par 
Sartory [44]. Emmons cite 6 cas de sporotrichose observés chez 
des fleuristes [7]. Du Toit [6] a montré la présence de Sporotri- 
chum sur des bois de charpente. De méme, des bois utilisés au 
boisage des mines d’or du Transvaal ont été a lorigine d’une 
lrés importante épidémie de sporotrichose (2.825 cas) [2]. 

Brown, Weintroub et Simpson, les auteurs qui ont étudié cette 
derniére épidémie, ont réussi a cultiver les Sporotrichum sur des 
échantillons divers de bois maintenus a une humidité relative 


(1) Ces travaux ont été réalisés sous la direction de M. le D™ J. 
Magrou, Membre de I’Institut, & qui nous exprimons nos sentiments 
de respectueuse reconnaissance. 

Que M. le D® A. Lwoff, qui nous a fait bénéficier de ses précieux 
conseils, trouve ici l’expression de notre gratitude. 

Nos remerciements vont également & Me M. Couteau pour Laide 
qu’elle nous a apportée. 

(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1 juin 1950. 
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tres élevée. Habituellement ces champignons sont cultivés sur les 
milieux complexes ordinairement employés en technique myco- 
logique (gélose de Sabouraud, malt gélosé, etc.). Ces milieux 
contiennent, on le sait, des facteurs de croissance qui proviennent 
des impuretés des produits employés pour leur fabrication. Le 
traltose brut, la peptone et la gélose qui entrent, par exemple, 
dans la formule du milieu gélosé de Sabouraud, contiennent 
de nombreux facteurs stimulant la croissance des micro-orga- 
nismes [45, 46]. . 
D’aprés Oyama cité par Robbins [42], la croissance du Sporo- 
trichum beurmanni et Sp. schencki est améliorée par l’addition 


Fic. 1. — Mycélium et bouquet de conidies de Sporotrichum schencki. 


4 un milieu synthétique de polissures de riz, ou d’aneurine. 
L’action favorisante de cette vitamine sur Sporotrichum schenckt 
est confirmée par Burkholder et Moyer [8]. 

Au cours d’une étude sur la perte du pouvoir de synthétiser 
l’aneurine et ses constituants chez un certain nombre de champi- 
gnons pathogénes, nous avons pu mettre en évidence l’activité 
de la pyrimidine de l’aneurine comme facteur de croissance pour 
lout un groupe de Sporotrichum [5]. 


MATERIEL ET METHODES. 


La premiére expérience a porté sur les souches mentionnees 


dans le tableau ci-aprés : 


Par la suite, et du fait que les résultats obtenus dans la pre- 
miére expérience étaient identiques, pour toutes les espéces ou 
souches étudiées, nous avons seulement employé la souche 
Schencki 879. 


308 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TaBieau I. 


Sporolrichum beurmanni. . .|Provenant de l'Institut Pasteur. Sporotrichose 
humaine. ‘ , 
S. schencki (1)* ... . . . .|Souche isolée d'une sporotrichose humaine 
provenant du Dt N. F. Conant, Durham N.C. 
(U.S. A.), 1946. 

S. schencki Siy* . . . . . . .{Souche isolee d'une sporotrichose du cheval, 
par le Dt K. F. Meyer, Philadelphie, 4913. 
S. schencki beurmanni 32*. .|Souche isolée lors dune épidémie de sporo- 
trichose des mines d'or du Transvaal. 

S. tropicale* . .. .. . . . .{Souche provenant du D* Ghose, School of 
Tropical Medicine, Calcutta, 1947. 


(1) Les souches marquées d'un astérisque nous ont été aimablemeot transmises par lo 
De J, LT. Duncan, directeur du Service de Mycologie médicale de London School of 
Hygiene and Tropical medicine de l'Université de Londres. 


MiLIEU DE CULTURE. 


Le milieu de base utilisé dans nos différentes: expér-ences esl 
le milieu synthétique simple préconisé par Schopfer 


PENS we Nesey pM We » 5 5.5 9 oo Goo So oO oO 8 ‘isos 
SLO Fear NOMS rome colle wee Ch Cha cM tia ao th oat 0,5 g. 
HOA ab emer Ts G be wee  Gho Ge A ao Sb og Don 4,5 v. 
Gi COS6.3 ey taeat- cares sn eee RCPS Ge Curae: mney oS 30 g. 
Eau distilléeidanselesPyrex' a. a oe ©) me) ee 000Rene” 


\ ce milieu sont ajoutées X gouttes d'une solution d’oligo- 
éléments [4]. Les métaux suivants figurent done dans le milieu 
I'e, Mn, Cu, Ni, Co, Ti, Zn, Ca, Gl, B. Le glucose employé dans 
Ix fabrication du milieu est du glucose pur R. A. L. traité par 
un charbon aclivé (« Norit A ») afin d’éliminer toute trace de 
vilamines adsorbables (B, en particulier). 

Le milieu de base est réparti dans des vases de culture et on y 
ajoute le facteur a étudier 4 concentration désirée. 

Les vases de culture utilisés sont, soit des tubes de verre Pyrex 
de 22 mm. de diamétre, soit des fioles d’Erlenmeyer en verre 
Pyrex également, soit encore, et c’est le modéle de récipient qui 
nous semble le plus favorable, les tubes dits de Legroux. La 
forme spéciale de ces tubes permet & 20 cm* de milieu liquide 
de s’étaler en une couche horizontale de 5 mm. d’épaisseur. 
I,aération de la cullure y est donc trés satisfaisante. 

Toute la verrerie utilisée est soigneusement lavée au mélange 
silfo-chromique chaud puis abondamment rincée, d’abord a l'eau 
ordinaire, puis a Veau distillée dans du verre Pyrex. 

Le bouchage des fioles de culture est effectué avec du coton 
hvdrophile enveloppé ou non dans un carré de gaze A pansement. 
Le coton employé au bouchage peut étre, en effet, une source 
importante de facteurs de croissance variés [17, 40, 4]. 
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Aprés répartition et bouchage les fioles de culture sont aulo- 
clavées une demi-heure a 115° C, 

I est bon de tenir compte des plus petits détails, afin d’éli- 
miner, dans la mesure du possible, toute cause d’erreur. Le 
controle de la présence accidentelle de vitamine B, ou de ses 
constituants dans le milieu de base a l’aide du test Phycomyces 
blackesleanus a été, pour plus de sécurité, effectué pour chacune 
de nos expériences. 

Les champignons étudiés sont ensemencés dans les fioles de 
culture 4 raison d’une goutte de spores lavées par centrifugation. 
Cette goutte contient environ 100 spores par millimétre cube. 

La croissance des cultures est déterminée par pesée du 
mycélium. 

EXPERIENCES. 


Au milieu de base, nous avons ajouté, au -cours d’une pre- 
miére expérience : 1° du_ thiazole (4-méthyl-5-hydroxyéthyl. 
thiazole) a la concentration 1.10—7 ; 2° de la pyrimidine (2-méthyl- 
5-bromo-méthyl-6-amino-pyrimidine) a 1.10—7; 3° du thiazole et 
de la pyrimidine 4 1.10—7 chaque ; 4° de ]’aneurine a 1.10-7, Du 
milieu de base seul constituait la série témoin. 

Le tableau II a été élabli d’aprés les différents poids secs 
obtenus. 

Pour toutes les souches ¢tudiées, la croissance qui est prati- 
quement nulle dans le milieu de base seul (2), est abondante dans 
les milieux addilionnés soit de pyrimidine seule (fig. 2), soit de 
pyrimidine et de thiazole, soit enfin d’aneurine. 

On peut déduire de ces résultats que les Sporotrichum étudiés 
ent tous conservé le pouvoir de synthétiser le thiazole, mais 
quwils exigent de la pyrimidine pour mener 4 bien la synthése de 
Vaneurine. 

Les expériences suivantes sont réalisées avee le seul Sporo- 
trichum schencki souche 879; elles nous ont permis d’étudier la 
croissance du Sporotrichum, tout d’abord en fonction de la 
concentration en pyrimidine, ensuite, pour une concentration 
donnée de pyrimidine, en fonction du temps. 

Le milieu de base recoit de la pyrimidine (2-méthyl-4-amino- 
éthyl-pyrimidine) aux concentrations suivantes : 1.10~°, 50. 
eo Oe elm. co 102A 0a eo 10m lel: 

Apres quatorze jours d’incubation dans une étuve a 26° les 


(2) Le trés faible développement observé dans le milieu de base seul 
est dti aux facteurs de croissance en réserve dans les spores ense- 
mencées. Ces facteurs permettent seulement la germination des spores 
mais ne permettent pas une croissance normale. Les choses se passent 
ici comme dans le cas du Phycomyces blackesleeanus étudié par 
Schopfer. 
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cullures sont tuées par addition de formol puis on effectue le 
poids sec du mycélium des différentes cultures. Ce sont les poids 


Fic. 2. — Culture de S. schenchki souche 879, & droite, sur le milieu synthé- 
tique gélosé; & gauche, sur le méme milieu additionné de pyrimidine (1.10 — §). 


TaBLeau II. 


2S SE A SEE EE SS ELLE DE OE BE SS SIE ITE EE SSI ELE EEL EE SIN AL SET 


CROISSANCE SYNTHF.SE 
| 
Facteurs 

< de croissance ajoulés o a 

S eS 3 

3) © Dl) ps Aas a 

a |S: |r |2 3) 8- = 5S 

= | 52 | 82 |s+e| #2] 2g is 

a Balai Wey al eS 3 

i] ‘— ol Sealy : a 

Sporotrichum beurmanni. .| 0 0 + + as oe 0 

AOA ey se auiessn Se all 0 0 + |] + + + 0) 

Se SCRENCKINS ION ene ae) 0 + | + + + 0 

S. schenchi beurmanni 32 .| 0 0 + + + + 0 

S. tropicale . 0 0 + 4 + 4- 0 
0, croissance nullle; +, crois-| 0, absence de syn- 
sance abondante. thése ; +, synthése. 


secs moyens de chacune des catégories qui nous ont permis 
d’établir la courbe représentée a la fig. 3. Cette courbe montre 
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que le poids sec de mycélium augmente avec la concentration du 
milieu en pyrimidine et que le poids maximum est obtenu pour 
une concentration de 1.10-*. A la concentration optimum de 
pyrimidine qui est de 1 pg par centimetre cube de milieu, il se 
forme 5.500 yg de mycélium see par centimetre cube. En admet- 


400 | 


50 | 


SEC 


fpr: POIDS 


11079 110° 1107 110° ti0* 
C. PYRIMIDINE 


Fic. 3. — Courbe de croissance de S. schencki en fonction de !a concentration 
de pyrimidine dans le milieu synthétique de base aprés 14 jours de culture. 


lant que toute la pyrimidine soit consommée, le rapport du poids 
de pyrimidine sur le poids de mycélium serait de 1/5.500. 

Pour établir la courbe de la croissance du Sporotrichum en 
fonction du temps, nous avons choisi la concentration optimum 
de pyrimidine (1.10-6) et nous avons déterminé chaque jour le 
poids sec de plusieurs cultures prélevées au hasard (fig. 4). 

La croissance qui commence au troisiéme jour de la culture 
atteint son maximum au quatorziéme jour. Aprés ce délai on 
assiste 4 une diminution des poids secs, probablement due a 
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une lyse du mycélium au cours de Ja sporulation du Sporo- 
irichum., = 

Fromageot et Tchang [8] ont montré que Rhodotorula sanniet, 
champignon levuriforme pour lequel la pyrimidine est facteur de 
croissance en milieu glucosé, peut, dans un milieu ot le glucose 
est remplacé par du glycérol pur, se développer et se pigmenter 
en l’absence de pyrimidine. Tout se passe comme si la levure 
Glait incapable de synthétiser la pyrimidine lorsque le glucose 


10 


50 


PODS SEC 


Mer: 


SOURS 5 70 15 20 


Fic. 4. — Courbe de croissance de S. schencki en fonction du temps 
dans le milieu synthétique de base additionné de 1.10—-® de pyrimidine. 


sert d’aliment carboné et que cette synthése soit possible lorsque 
la source d’énergie est représentée par le glycérol. 

Nous avons essayé de cultiver comparativement le Sporotri- 
chum sur le milieu de base glucosé et sur un méme milieu ot le 
elucose avait été remplacé par du glycérol pur a la concentration 
de 5 p. 100. Le milieu glycériné a été divisé en deux calégories : 
le glycérol de Pune était traité par du charbon activé, celui de 
Vautre n’était pas trailé. 

Pour chacune des catégories nous avions ménagé un témoin 
ersemencé avec Phycomyces blackesleeanus. Aprés quatorze jours 
de culture, les poids secs moyens de chacune des calégories de 
Sporotrichum étaient les suivants 


| 
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TaBeEau IIT. 


POIDS SEC CROISS \NCE 
en mg. du ‘Phycomyces 
Milieu glucosé .. . 36 0 idle 0,0 Croissance nulle. 
Milieu au glycérol norité. . . . 0,4 Croissance nulle. 
Milieu au glycérol non norité . 3,5 Trés faible croissance. 


Contrairement 4 ce qui se passe pour Rhodotorula sannici, le 
Sporotrichum a besoin de pyrimidine en présence de elycérol. 


R&suME ET CONCLUSION. 


1° La pyrimidine de l’aneurine est indispensable a la croissance 
ce Sporotrichum beurmanni souche I. P., S. schencki (trois 
souches) et de S. tropicale. 

2° La pyrimidine est le seul facteur de croissance nécessaire 
aux Sporotrichum étudiés. 

3° La concentration optima de pyrimidine est de 1.10—*. 

4° A cette concentration 1 yg de pyrimidine permet la formation 
de 5.500 yg de mycélium sec. 

5° Le besoin de pyrimidine se manifeste aussi bien dans un 
milieu au glycérol que dans un milieu au glucose. 
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ACTION DE L’ANEURINE ET DE SES CONSTITUANTS 
SUR QUELQUES MUCORACEES PATHOGENES 


par F. MARIAT et E. DROUHET (’). 


(Institut Pasteur. 
Service de Physiologie végétale et de Mycologie.) 


Les Mucoracées sont des Phycomyceles qui se rencontrent tres 
fréquemment dans la nature, le plus souvent sur les matiéres en 
décomposition. Les travaux fondamentaux de Schopfer sur 
Phycomyces blakesleeanus ont amené un trés grand nombre de 
chercheurs a étudier les divers champignons de cette famille du 
point de vue de la synthése de métabolites essentiels [4]. Ainsi 
plusieurs Mucoracées saprophytes exigent l’aneurine ou un de 
ses composants comme facteurs de croissance. Citons Phycomyces 
blakesleeanus, Mucor ramannianus, Absidia ramosa, Parasitella 
simplex. Par contre, d’autres espéces synthétisent cette substance : 
Mucor mucedo, M. hiemalis, Absidia repens, A. glauca, 
A. orchidis, Sporodinia grandis. 

Il nous a semblé intéressant d’étudier le pouvoir de synthése 
chez des Murocacées pathogénes pour l’homme et |’animal, cham- 
p-gnons qui provoquent des mycoses généralisées ou a locali- 
sations pulmonaire, auriculaire ou naso-pharyngée [8]. Les 
espéces étudiées ici sont celles qui appartiennent au genre 
Lichtheimia, genre créé par Vuillemin [5] en démembrement du 
genre Mucor et caractérisé par un mycélium ramifié, dépourvu 
de rhizoides ; les sporangiophores sont ramifiés en corymbes ou 
en ombelles et portent des sporanges globuleux ou piriformes 
avec des columelles coniques et des apophyses en entonnoir. 

Les espéces utilisées sont : 

Lichtheimia corymbifera Vuill. (Mucor corymbifer Cohn) 1884, 
souche 1, provenant de la collection de 1’Institut Pasteur, 
souche 2, provenant du « Centraal Bureau voor Schimmel 
cultures » de Baarn. 

Lichtheimia italica, Perin et Costantin, espéce isolée d’une 
mycose pulmonaire par Costantin et Perin en 1922 et voisine de 
L. corymbifera {4}. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% juin 1950. 
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Fic. 2. — Mucormycose expérimentale. 
Cerveau de lapin inoculé avec Lichtheimia ilalica. 
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Les cultures ont été faites sur un milieu synthétique de base 
contenant 


l-aspiragine synthétique . 1g. 
SO,Mg 7H,0. 0,5 g. 
PO HGR 4. by ee eC 1,5 g. 
Glucose traité par le charbon activé (« Norit A»)... 30 g. 
Eau distillée dans du verre Pyrexss | = <i ere) O00 nee 


Fe, Mn, Cu, Ni, Co, Li, Zn, Ca, Gl, B. 


Les diverses techniques ulilisées sont les mémes que celles 
détaillées dans une note précédente [2]. 

Les 3 souches de Lichtheimia ont été ensemencées sur le milicu 
de base, seul ou additionné soit de thiazole (4-méthyl-5-hydroxy- 
éthyl-thiazole) & la concentration de 1.10—7; soit de pyrimidine 
(2-méthyl-5-bromo-méthyl-6-aminopyrimidine) 1.10—7 ; soit de ces 
deux produits & 1.10—~7 ; soit enfin d’aneurine 4 1.10—7. Les poids 
secs du mycélium, obtenus aprés sept jours d’incubation a 26°. 
nous ont permis de dresser le tableau suivant 


a 


TaBLeau I. 
CT a a a rR SS SS OE SS ER LS SI TE NES 5 LE TT AN 
CROISSANCE Whew? 
Facteurs de croissance ajoutés| SYNTHESE 
ro) oO o 
Sees Weds SP EN ET © Ae 
Orel ou Sa CS Oo aS) 
=2| So) £o |8+8| 22] S81 32 
So | 4 Paina |e «del = zy Dee 
a ot — lal a oon 
a B = oa é 
5 meal BRS li: S 
Lichtheimi2 ilalica . Pc ap eA ee) 0 0 = + 0 0 
L. corymbifera (souche C.B.S.Baarn).| 0 0 0 =| aa 0 0 
L. corymbifera (souche I. Pasteur).| + | + | + ae ar an = 
0, croissance nulle; +, croissance abondante. 0, absence de 
syothese ; +,Syn- 
thése. 


SE a ST SS SETS CESS SG. 


Les souches L. italica et L. corymbifera de Baarn exigent 
comme facteur de croissance, le thiazole et la pyrimidine réunis ; 
elles ont perdu le pouvoir de synthétiser ces deux métabolites. 

La souche L. corymbifera de |’Institut Pasteur se développe 
normalement sur le milieu de base, elle est done douée du pou- 
voir de synthétiser la vitamine B, et ses constituants. Il nous 
scmble intéressant de signaler que, d’une part, les deux premiéres 
scuches (L.italica et L. corymbifera de Baarn) sont trés pathogénes 
pour le lapin qui succombe deux a trois jours aprés inoculation 
Intraveineuse d’une suspension de spores (100.000 spores), 
animal présentant a l’autopsie un envahissement du cerveau, 
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ou additionné de pyrimidine (Py), de thiazole (Th), de thiazole et pyrimidine 
(Th + Py). Le champignon ne se développe que dans le milieu addilionné de 
thiazole et de pyrimidine (Th + Py). 


Fic. 4. — Culture de L. ifalica en milieu synthétique de base (T), additionné de 
doses croissantes d’aneurine (photographie aprés neuf jours de culture). 
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des poumons et des reins par des filaments mycéliens, tandis que, 
dautre part, la souche L. corymbifera de l'Institut Pasteur nest 
pas pathogéne pour le lapin. , 

Nous n’entendons pas, pour autant, démontrer qu'il existe, 
dans ce cas-la, une relation entre la perte du pouvoir de synthétiser 
l’aneurine et le pouvoir pathogéne. 


100 


Dor. POIOS SEC 


110-9 7110-8 110-7 110-° 10> 
C. ANEURINE ~ 
Fic. 5. — Courbe de croissance de L. ilalica, en fonction de la concentration 


d’aneurine dans le milieu synthétique de base (aprés neuf jours de culture). 


L’expérience précédente montrant que l’aneurine était le facteur 
requis pour le développement du L. ifalica, nous avons suivi 
la croissance de cette souche en la cultivant dans un milieu de 
base additionné de doses croissantes d’aneurine. Aprés neuf jours 
de culture a 26°C., les cultures sont tuées au formol et les 
poids secs de mycélium déterminés. La courbe représentée a la 
figure 5 est le résumé des résultats obtenus. Cette courbe montre 
que le développement du mycélium augmente avec la dose de 
vitamine, jusqu’& un optimum de croissance qui correspond A la 
concentration 1.10—7 d’aneurine. 


A la concentration optima d’aneurine qui est de 0,1 ug par 
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centimétre cube de milieu, il se forme 5.065 wg de mveélium see 
par centimétre cube. En admettant que toute l’aneurine soit 
consommée, le rapport poids d’aneurine sur poids de mycélium 
sec serait de asec Avec des doses plus fortes de vitamine, le 
50.650 
poids du mycélium décroit. Une courbe de croissance du cham- 
pignon en fonction du temps, en présence d’une concentration 
@aneurine 1.10—*, supérieure & la dose optimum, nous a permis 
de montrer que la diminution de poids aux fortes concentrations 


100 


50 


PODS SEC 


Mer: 


JOURS 3 5 TA 9 rch 73 


Fic. 6. — Courbe de croissance de L. italica en fonction du temps 
dans le milieu synthétique de base additionné de 1.10 —* d’aneurine. 


n’était pas due a une lyse du mycélium au moment de la sporu- 
lation, mais plutot a une action inhibante (fig. 6). 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° L’aneurine, ou le thiazole et la pyrimidine réunis, sont indis- 
pensables a la croissance de Lichtheimia italica et L. corymbifera. 
souche du C. B. S. Baarn. ne. id . 

2° L’aneurine ou le thiazole et la pyrimidine réunis sont les seuls 
facteurs nécessaires pour les deux souches mentionnées ci-dessus. 

3° La concentration optima d’aneurine est de 1.107". 3 

4° A cette concentration, 1 pg d’aneurine permet la formation d2 
50.650 pg de mycélium sec. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


| (Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 6 Juillet 1950. 


Présidence de M. Macrou. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : J’ai ’honneur d’offrir A la Société au nom du D* G. M. 
Findlay, la récente troisitme édition de son ouvrage remanié Recent 
Advances in Chemotherapy (1). 

Le présent volume est le premier des quatre que comprendra l’ouvrage 
complet. Il nous donne aprés un excellent historique de la chimio- 
thérapie, trois chapitres sur la chimiothérapie des maladies dues aux 
insectes, aux helminthes et aux amibes, ce dernier comprenant a lui 
seul 142 pages. Le cinquiéme chapitre traite de la chimiothérapie des 
protozoaires autres que les principaux (babésies, coccidies, giar- 
dies, etc.). Les deux derniers chapitres sont consacrés A la chimiothé- 
rapie des leishmanioses et 4 celle des trypanosomiases. Des tables trés 
| completes des sujets, des noms d’autcurs et des composés chimiques, 
| facilitent les recherches. 

Il serait injuste de limiter la présentation de l’ouvrage 4 cette simple 
é‘numération de son contenu ; Findlay a réussi le tour de force de 
présenter en 625 pages un condensé de la chimiothérapie d’une bonne 
partie des infections 4 protozoaires et parasitaires. Les volumes qui 
suivent comprendront, l’un la chimiothérapie du paludisme, 1|’autre 
celle des tréponématoses et enfin les infections bactériennes et les 
rickettsioses. L’ensemble formera un véritable traité complet, car c’est 
bien de cela qu’il s’agit, le petit format et la maniabilité de l’ouvrage 
ne devant point faire illusion. 

Chaque sujet est traité de facon extensive, chaque chapitre se termine 
par une abondante bibliographie. Sans longueurs ni digressions oiseuses, 
toutes les publications sont rapportées, méme celles qui ont abouti 4 
des résultats négatifs, ce qui évitera aux auteurs ou aux médecins des 
essais inutiles. La formule chimique développée de presque tous les 
corps est donnée avec des notions suffisantes de leurs constantes phy- 


(1) G. M. Finptay, Recent Advances’ in Chemotherapy, J. et A. Chur- 
chil) Ltd. 104 Gloucester Place, London W. 1, 1950, vol. 1, 625 pages, 
D1 x 14,5 cm. Prix: 36 S. 
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siques et de leur toxicité. De nombreux tableaux résument les résultats 
obtenus avec des familles de corps ou les dérivés d’un produit efficace. 
La présentation est claire, les références précises et completes. 

On ne peut que féliciter sans réserve ]’auteur pour la somme consi- 
dérable de travail que représente son ouvrage et le résullat qu’il en a 
tiré. Nous atlendons avec impatience les tomes qui compléteront le 
présent volume et feront de l’ensemble un des livres les plus consultés 
dans une branche de la recherche ot. abondent les travaux et ot les 
progres sont rapides. 


COMMUNICATIONS 


SUR LA PLACE DES VIRUS ET SA REPRESENTATION 
DANS L’ECHELLE DES ETRES ORGANISES 


par Prerne LEPINE et Tack STRUNGE. 


Le probleme des virus [4] présente des aspects multiples qui vont 
des questions purement techniques aux débats de philosophie méta- 
physique. 

Quelle que soit la position adoptée, et quel que soit l’angle sous lequel 
la question est abordée, il doit étre tenu compte de l’importance rela- 
tive des virus, pris dans leur ensemble, par rapport aux autres struc- 
tures organisées avec lesquelles ils se trouvent en relation et a cdté 
desquelles on est amené & les classer. 

Sans préjuger de la nature intime des virus, sur laquelle porte 
l’essentiel de la discussion, une tendance naturelle consiste & envisager 
ces derniers en tant qu’organismes [2] et a les intégrer a ce titre dans. 
l’échelle des organismes doués d’autonomie spécifique, capables de 
reproduction, que constitue l’échelle des étres vivants. Si l’on veut voir, 
dans certains d’entre les virus, des espéces macromoléculaires, le pro- 
bléme de leur position par rapport aux étres vivants n’en subsiste pas 
moins. 

C’est dans cet esprit que la phrase classique « des plus grosses des 
molécules aux plus petites des bactéries » sert couramment A assigner 
aux virus une place légitime dans l’ordre de grandeur de taille des 
organismes considérés. 

Si l’on cherche 4 matérialiser ce concept, la représentation en est 
faite graphiquement en figurant sur un tableau des cercles ou des 
silhouettes proportionnelles aux diamétres moyens des organismes [3], 
en prenant pour étalon la taille d’une bactérie ou d’une hématie. 

Plus simplement encore, on peut représenter les tailles envisagées 
comme des segments d’un vecteur le Jong duquel s’échelonnent les 
diverses catégories d’organismes, en donnant a chayue segment une 
longueur arithmétiquement proportionnelle 4 la taille, exprimée par 
le diametre moyen, du sujet représenté. On peut ainsi faire figurer sur 
une seule ligne tout le monde vivant. 

Ce dernier mode de représentation, si l’on y fait entrer l’ensemble 
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des ¢tres, affecte aux virus une place infime A une extrémité de l’échelle 
_ dont la presque totalité est occupée par les étres les plus élevés en 

organisation : ce qui répond certainement a notre sentiment anthro- 
pocentrique de lVunivers, mais qui donne de V’importance des orga- 
nismes moins élevés en organisation une idée absolument fausse. 

Si nous considérons, en effet, au cours de son développement indi- 
viduel, la croissance de l'un quelconque des organismes figurant sur 
le tableau, la notion que cet accroissement de taille se fait dans les 
| trois dimensions de l’espace, rend évidente le fait que la croissance 
_réelle est grossiérement proportionnelle non au diamétre linéaire de 
| lorganisme mais au cube de ce diamétre. 

Nous pouvons donner du phénoméne une représentation graphique 
_satisfaisante sur un tracé linéaire en y faisant figurer non plus les 
_diaméetres de l’organisme mais le logarithme des volumes occupés, tra- 
_duction dans un espace 4 une dimension d’un accroissement tridi- 
/mensionnel, fonction du mode de reproduction. 

_ La comparaison des deux modes de représentation, arithmétique et 


Quf Homme 
fécondé Naissance adulte 


Echelle arithmétique 


PRE VOM AMEN: POST—~NATALE 


Echelle logarithmique 


; VOLUPION REN Aue Ae. 


Buf Naissance Adulte 


Fic. 14. — Représentation selon |’échelle arithmétique (tracé supérieur) 
et selon l’échelle logarithmique (tracé inférieur) de la croissance de !homme. 


_logarithmique, appliquée par exemple au tracé linéaire de la croissance 
de ’homme (fig. 1) montre immédiatement que le tracé logarithmique 
‘met en é6vidence toute l’importance de la période de croissance intra- 
\utérine, ot: s’élabore l’organisme et ot se fait toute la différenciation, 
par rapport a la période extra-utérine qui n’est en réalité que la fin de 
son. évolution. 

Si nous appliquons la méme méthode de représentation a 1’échelle 
(de taille des étres vivants (fig. 2) en y faisant figurer les virus, on 
(constate que ces derniers, considérés en tant qu’intermédiaires entre 
lle monde organique inanimé et le monde vivant, occupent une place 
iinfiniment plus grande que ne le laisse supposer la simple échelle 
.arithmétique des tailles. ; 

Dans le spectre des étres, les bactéries n’occupent plus qu'une bande 
restreinte correspondant aux limites de leur évolution. Les virus, au 
contraire, remplissent et dépassent en chevauchant chaque extrémité 
lle large intervalle qui s’étend entre les molécules et les bactéries : fait 
(qui aide & comprendre le caractére disparate et la variété étendue de 
|propriéiés comme de structure qu’offrent les ultravirus. Les rickettsies 
(constituent un pont étroit entre ces derniers et les bactéries, ce qui 
irépond effectivement 4 leur position systématique. 
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ll nous semble que la schématisation des relations spatiales des virus 
au moyen de |’échelle logarithmique donne mieux qu’une simple repré- 
sentation graphique des tailles. Elle introduit dans le chaos des struc- 
lures organisGes, et. en particulier des é¢tres vivants, une perspective 
qui place les différents sujets A leur plan respectif d’importance, et qui 
souligne, dans le cas des virus, l’intérét ontogénique de leur situation, 
l’étendue de leur domaine, comme le nombre et le caractere évolutif 
des différentes espéces qu’ils comprennent. 


(Institut Pasteur.) 
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STRUCTURE ALVEOLAIRE 
DES SPHEROPHORACEA, MISE EN EVIDENCE 
SUR LAME PAR LES SOLVANTS DES LIPIDES 


par A.-R. PREVOT, P. TARDIEUX et M. RAYNAUD. 


Kn étudiant Ja morphologie remarquablement variable de Sphero- 
phorus ridiculosus P. 1949 (1) nous avons été amenés A instaurer une 
technique trés simple et trés rapide mettant en évidence sa structure 
alvéolaire. 

Technique. — On éGlale sur une lame trés propre I goutte de culture 
de vingt-quatre heures, on séche et on fixe par lalcool absolu. Puis 
on traite pendant cing minutes par un solvant des lipides tel que le 
xyléne ou le toluéne, en changeant plusieurs fois le solvant utilisé. 
On séche et on colore par le Ziehl dilué ou n’importe quel autre colo- 
rant n’empatant pas le cytoplasme. 

Résultats. — On remarque au microscope une magnifique structure 
alvéolaire, aussi variable que la morphologie elle-méme du microbe : 
alvéoles rondes ou ovoides mesurant de 0,3 y, 4 1,5 y, de diamétre 
uniques, ou multiples, diversement réparties et jamais de fagon régu- 
liére. Certaines formes en possedent jusqu’A une cinquantaine dont 
plusieurs peuvent étre confluentes (fig. 1 et 2). 

Interprétation. — Ayant tout d’abord supposé que ces alvéoles 
étaient le lieu de concentration de l’antigéne lipido-glucidique des 
Spherophoraceae, mis en évidence pour la premiére fois en 1938 (2), 
nous avons appliqué cette technique aux souches de Spherophorus de 
notre collection. Toutes nous ont donné des images semblables mon- 
-trant la généralité de la structure alvéolaire de ces bactéries. 


(1) A.-R. Privot, ces Annales, 1948, 75, 387. 
(2) A.-R. Privor et E. Kincnuemer, C. R. Acad. Sci., 1939, 209, 182. 
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Généralisant cette technique dX de multiples bactéries Gram-néga- 
tives (8. coli, Kl. pneumoniae, F. fusiformis, R. insolita, R. pseudo- 
insolita, elc.) nous avons constaté leur structure alvéolaire, tres pro- 
noncée chez certaines (f. coli ot elle est beaucoup plus réguliére), peu 


i 


Fic. 1. — Spherophorus ridiculosus (Gross. : “Xx 1.200.) 


Fic. 2. — Spherophorus ridiculosus. (Gross. : X 41.200.) 


accentuée chez d’autres (KI. pneumoniae). Les images obtenues chez 
ces hactéries ressemblent en tout point aux dessins publiés par 
B. Delaporte (3) aprés coloration des globules lipidiques par le 
Soudan III, le noir Soudan et le mélange Nadi. Il devenait donc néces- 


(3) B. DEtarorrr, These de Paris, 1939, p. 112 et pl. VII, 2¢ ligne. 
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saire de discerner si ces alvéoles contenaient des lipides ou des 
complexes lipido-glucidiques. 

Ayant soumis & la méme technique des bactéries Gram-positives, 
nous avons constaté qu’elle est incapable de mettre en évidence une 
structure alvéolaire chez ces bactéries, ce qui semblait nous confirmer 
dans Vhypothése qu’il s’agissait bien d’alvéoles contenant Vantigéne 
lipido-glucidique, puisqu’on ne rencontre celui-ci que chez les bac- 
téries Gram-négatives. 

Expérimentation. — Dans une premiére série d’expériences, nous 
avons traité le culot de centrifugation lavé de 4 litres de culture de 
Spherophorus funduliformis souche CH1 par le xyléne. Nous avons 
séparé par décantation le culot du liquide surnageant. 

a) Aprés élimination du solvant par le vide & 50°, nous avons repris 
le résidu par l’eau distillée et l’avons soumis aux épreuves de flocu- 
lation par le sérum anti-funduliformis qui contient l’anticorps homo- 
logue de l’antigéne lipido-glucidique. Aucune floculation ne se _pro- 
duisit. 

b) La contre-épreuve consista 4 traiter le culot délipidé par l’acide 
trichloracétique suivant la technique de Boivin et Mesrobeanu, 2 dia- 
lyser la liqueur, 4 la précipiter par l’acétone, 4 reprendre le précipité 
par l’eau physiologique et & soumettre la solution aux mémes épreuves 
de floculation. Ici nous avons obtenu une opalescence légére faisant 
penser que l’antigéne lipido-glucidique n’a pas été dissous par les 
solvants des lipides et, au contraire, qu’il a été extrait par la technique 
habituelle. 

Dans une deuxiéme série d’expériences nous avons utilisé Eberthella 
typhosa, souche O 901, bien connue pour sa richesse en antigéne lipido- 
glucidique contre lequel nous disposons d’un sérum anti-O trés actif. 
Dix boites de Roux de dix-huit heures ont été récoltées par de l’eau 
physiologique froide et la suspension centrifugée. Le culot a été divisé 
en deux parts: l’une a été traitée par 3 lavages a l’acétone a froid 
(— 15°) et les microbes ainsi traités ont été desséchés, soumis a an 
broyage au mortier en présence de xyléne refroidi & —15° avec 
contact de quatre jours. 

L’extrait xylénique supposé a été évaporé dams le vide a4 50°. Le 
résidu trés peu important a été repris par ]’eau distillée : il ne donne 
aucun précipité avec le sérum. 

La portion 2.a été mélangée directement avec 20 cm? de xylene. 
Aprés contact prolongé, 5 cm* de cette suspension ont été agités avec 
5 cm d’eau distillée et laissés vingt-quatre heures en contact, puis 
décantés. Le liquide recueilli est parfaitement limpide. En présence 
de sérum anti-O 901 il n’y a formation d’aucun précipité apres quatre 
heures a 50°. ; 

Le xyléne évaporé sous vide A 50° laisse un résidu insignifiant qui, 
repris dans l’eau distillée, ne donne pas de précipité avec le sérum 
anti-O 901. 

La contre-épreuve a consisté A traiter les culots préalablement 
-soumis au xyléne, par la méthode habituelle 4 l’acide trichloracétique. 
Ici l’extrait recueilli a donné avec le sérum anti-O 901 une floculation 


trés nette. ea i 
Ainsi le xyléne est incapable de dissoudre l’antigene lipido-gluci- 
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digue des bactéries Gram-négatives et celui-ci se retrouve dans les 
corps microbiens d’ot on peut l’extraire par la méthode de Boivin 


CoxcLusions. — Les substances extraites sur lame par le xyléne ou 
le toluene, aussi bien chez les Spherophoraceae que chez les Kubacte- 
riales Gram-négatives, sont des lipides bactériens contenus dans des 
alvéoles sphériques ou ovoides, irréguli¢res dans leurs dimensions et 
dans leur situation et particuligrement abondantes dans le genre 
Spherophorus ot certaines formes peuvent en présenter une cinquan- 
taine. Ces lipides sont indépendants des complexes lipido-glucidiques 
constituant l’antigéne de Boivin. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


ETUDE D’UNE NOUVELLE ESPECE 
ANAEROBIE TELLURIQUE AMYLOLYTIQUE 
CLOSTRIDIUM AMYLOLYTICUM n. sp. 


par A.-R. PREVOT et R. SAISSAC. 


Au cours de recherches sur les groupements anaérobies zymogénes 
du sol réalisées par une technique nouvelle que nous avons mise au 
point avec J. Pochon et dont la description paraitra ultérieurement, 


nous avons isolé une nouvelle espéce anaérobie amylolytique dont 
voici la description : 


Lieu de préléevement. — Terre arable de jardin a Verriéres-le-Buisson, 
lieu dit « Les Justices », a flanc de cdteau de la hauteur des GAatines. 
Mode Wisolement. — Colonne de terre amidonnée saturée d’eau. 


Le repiquage sur bouillie de pomme de terre d’une plage d’amylolyse 
détectée sur la bande de pain azyme collée sur la paroi du tube fournit 
une premiére culture d’enrichissement. Le passage sur gélose haricot 
profonde, puis sur gélose pomme de terre profonde, fournit des 
colonies bien isolées qui donnérent une lignée pure. 

Morphologie. — I s’agit d’un Clostridium typique, tres richement 
sporulé, activement mobile, fortement Gram-positif, & granulose iodo- 
phile violette. Longueur, 4 a 5 sur 0,8 4 1 y. Spore ovale subter- 
minale & double contour trés large (2 y,). Dans les préparations de 
culture jeune sur bouillie de pomme de terre, on voit un tropisme 
trés marqué des germes pour les grains d’amidon sur lesquels ils se 
collent en les ceinturant d’une gaine de corps bactériens (fig. 1). Les 
formes non sporulées présentent souvent des espaces clairs, non colo- 
rables, intercalés réguli¢rement entre des plages fortement colorées. 
Les deux extrémités de ces formes d espaces clairs sont toujours trés 
colorées, 

Physiologie. — Anaérobie strict, croissant déja A 22°, avec optimum 
de 33° 4 37°. Thermo-résistance faible (une minute A 100°). Réducteur 


modéré : rouge neutre, safranine et phénosafranine réduits tempo 
rairement. 
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Cultures. — Trés gazogénes, mais non fétides : odeur butyrique trés 
prononcée. Au début, absence totale de culture sur les milieux habi- 
tuels a base de viande ou de peptone : gélose VF profonde, bouillon VF 
glucosé ou non, eau peptonée. Le microbe ne pousse que sur les 
milieux amylacés & l’exclusion de tous autres. 


Gélose-haricot profonde. — Petites colonies ouatées, irréguliéres, 
blanches, opaques. Gaz. 

Gélose-pomme de terre profonde. — Méme aspect. Gaz. 

Bouillie de pomme de terre. — Culture rapide, abondante, trés 


gazeuse, acidifiante (pH 4,5 aprés quatre jours d’étuve). Odeur buty- 


Fic. 4. — Cl. amylolyticum (Gross. : X 1.400.) 


rique trés prononcée. La bouillie est désagrégée, liquéfiée, filante. 

Bouillon VF glucosé ou non, — Pas de culture. 

Eau peptonée & 2 p. 100. — Pas de culture quand le milieu a été 
autoclavé. L’absence de culture de certains microbes du sol en eau 
peptonée autoclavée est un fait bien connu qui a été rapporté par 
divers auteurs et attribué A l’action inhibitrice de l’acide oléique. 
Comme l’eau peptonée est essentielle comme milieu de base pour 
l’étude de la fermentation des glucides, nous avons, sur le conseil de 
J. Pochon, éliminé la ou les substances inhibitrices, soit par dilution, 
soit par filtration. Par dilution, quand on se maintient autour du 
taux de 2 p. 1.000 de peptone, on a déja une culture faible au début, 
qui devient de plus en plus forte avec les repiquages. Par filtration, 
on obtient d’emblée sur eau peptonée A 20 p. 1.000 une culture 


’ abondante. 


Ainsi la substance inhibitrice de la peptone peut étre éliminée par 
filtration ou rendue inactive par dilution. 
Gélatine. — Non liquéfiée. 
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Lait. — Coagulé massivement sans rétraction du caillot ni digestion 
ultérieure. 

Protéines coagulées. — Non attaquées. 

Glucides. — Spontanément, seuls l’amidon et le lactose sont fer- 


mentés par ce microbe. L’amidon d’une bouillie de pomme de terre 
est rapidement attaqué en anaérobiose stricte avec production de gaz 
et d’acides. Le lactose du lait est rapidement détruit en donnant un 
pH trés acide. 

La pectine n’est altaquée dans aucune condition. 

Les glucides suivants, ajoutés A l’eau peptonée diluée et stérilisée 
par filtration, sont également fermentés : glucose, lévulose, galactose, 
mallose, saccharose, mannitol. Par la méthode de Somogyi, nous 
avons vu que la quantité de glucose détruite était de 15 p. 100. 

Propriétés biochimiques. — Les nitrates sont progressivement 
réduits en nitrites en présence d’amidon sculement. En quarante- 
huit heures, la réaction de Tromsdorff est faible, mais elle s’amplifie 
rapidement et devient trés forte le troisitme ou quatriéme jour. 

Les sulfites ne sont réduits qu’en présence d’amidon et cela trés 
lentement (huit 4 dix jours). La fermentation de la bouillie de pomme 
de terre donne en peu de temps une forte acidité composée d’une 
acidité volatile (1,4025 ¢ par litre) constituée par un mélange a parties 
égales d’acide acétique et bultyrique (1) et une acidité fixe constituée 
par l’acide lactique. La quantité d’ammoniac produite est trés faible : 
0,01 g par litre. Pas d’SH,, ni d’acétoine, ni d’indol ; par contre, 
on peut doser une quantité trés forte d’acétone et d’alcools butylique 
et éthylique. 

Pouvoir pathogéne. — Cet anaérobie est totalement dépourvu de 
pouvoir pathogéne (cobaye, souris) ; il ne sécréte ni toxine, ni hémo- 
lysine. 

Position dans la systématique. — Etant donné la confusion trés 
grande qui régne dans Ja taxonomie des espéces du sous-genre Clos- 
tridium butyricum (2), il est toujours trés difficile de déterminer un 
germe qui, par l’ensemble de ses caractéres, appartient, comme le 
notre, a ce sous-genre. Il se distingue facilement et d’emblée de 
toutes les espéces qui croissent sur milieux ordinaires. Par contre, il 
semble trés voisin de 3 Clostridium butyriques : Cl. aceto-butylicum 
(Weizman) Mac Coy, Fred, Peterson et Hastings ; Cl. butyricum var. 
amylozyme Perdrix et Cl. amylobacter A. M. et Bredemann. 

Il se distingue de Cl. acetobutylicum en ce que celui-ci hydrolyse 
le Jait aprés coagulation, liquéfie la gélatine, donne des colonies lenti- 
culaires, donne une écume jaundatre et crémeuse sur bouillie de 
pomme de terre, produit de l’acétoine, ne réduit pas les nitrates ni 
les sulfites. Il se distingue de Cl. amylobacter en ce que celui-ci donne 
des colonies lenticulaires, produit les alcools isopropanol et propanol 
(en plus du couple éthanol-butanol), présente des microoidies en 
culture et ne réduit pas les nitrates. 

Le diagnostic, avec la variété amylozyme, est plus délicat puisque 


(1) Ces déterminations ont été faites par G. N. Cohen, que nous remer- 
cions tres vivement. 
(2) Privor, Manuel de Classification des Anaérobies, 2¢ édilion, 1948. 
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celle-ci n’a été que sommairement décrite par Perdrix. Mais elle a un 
caractére biochimique d’une importance considérable qui permet de 
la distinguer nettement de notre microbe : elle produit, en plus du 
couple éthanol-butanol, de l’alcool amylique. Ainsi nous pensons qu’il 
s’agit bien d’une espéce nouvelle, détectable seulement par la nou- 
velle technique de la colonne de terre amidonnée ct pour laquelle nous 
proposons le nom de Cl. amylolyticum. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


CULTURE DES BACTERIES ANAEROBIES 
A L’AIR LIBRE EN MILIEU VF.S. PAPAINIQUE 
EMPLOI DU MILIEU VF.S. PAPAINIQUE 
POUR L’ISOLEMENT RAPIDE DES ANAEROBIES 


par J. BRISOU. 


Nous avons donné avec R. Babin (1) la formule d’un milieu obtenu 
par digestion de viande de boeuf et de foie de veau auquel nous ajou- 
tons 0,5 g par litre de succinate de soude. Ce bouillon s’est montré 
particuliérement favorable & la culture a l’air libre, sans aucun autre 
artifice, de W. perfringens, Cl. cedematiens (var. novyi), de Cl. sporo- 
genes, Cl. septicum et de Pl. tetani. Ces germes cultivent en quelques 
heures en donnant tous leurs caractéres classiques. Leur pouvoir 
pathogéne pour la souris est parfaitement conservé. Nous avons vérifié 
que W. perfringens y sécrétait son hémolysine. Nous avons poursuivi 
l’étude des possibilités de ce milieu en nous adressant & des souches 
plus exigeantes: Spherophorus ridiculosus, Spherophorus  necro- 
phorus, Streptococcus putridus, Fusiformis polymorphus se sont par- 
faitement accommodés de ce bouillon. 

Les essais de culture de Veillonella vulvovaginitis et de Staphylo- 
coccus activus sont restés infructueux (2). 

Dans ce milieu, les produits de digestion papainique de la viande 
et du foie semblent les éléments indispensables. Pour certains 
germes (Clostridium) le succinate n’est pas toujours indispensable ; 
en sa présence cependant les résultats sont plus réguliers et le ren- 
dement meilleur. 

Pour les espéces exigeantes, il est préférable de régénérer le milieu 
avant son emploi. Pour les autres, comme les Clostridium, cette pré- 
caution ne devient indispensable que si la préparation du bouillon 


remonte 4 plus de dix jours. e 
Ainsi donc, le milieu VF S. papainique montre des qualités cer- 
(1) J. Brisou et R. Basin, C. R. Soc. Biol., 1950 (sous presse). 

(2) Les souches nous ont été tres aimablement adressées par M. Ie 

Dr A.-R. Privort, de l'Institut Pasteur de Paris. Nous lui exprimons notre 


gratitude. 
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taines pour la culture A lair libre d’un certain nombre de bactéries 
anaérobies. 

Le milieu VF S. papainique (1) et (3) nous a permis 4 deux reprises 
Visolement de souches de Welchia perfringens en partant de selles 
normales. 

Une émulsion de selles en eau salée physiologique est chauffée 
4’ 100° pendant quarante-cing & cinquante secondes. On ensemence 
aussitot I goutte de cette émulsion chauffée dans 150 cm* de 
bouillon VF §. papainique. On reprend 1 cm* de ce bouillon ense- 
mencé que Von porte dans un deuxiéme tube de milieu. Aprés 
quelques heures d’étuve A 37° on obtient une culture pure d’un gros 
bacille Gram positif, immobile, tuant rapidement la souris d’un 
cedéme gélatineux. 

Le germe étudié avait chaque fois les caractéres culturaux de 
Welchia perfringens. 

Ces faits montrent la  possibilité d’isoler rapidement certains 
anaérobies du milieu exlérieur par un simple ensemencement cn 
pouillon VF 8S. sans aucun autre artifice. 


(Ecole de Santé navale et coloniale, Bordeaux.) 7 
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LIBERATION DE L‘ANTIGENE GLUCIDO-LIPIDIQUE 
DE SALMONELLA ENTERITIDIS 


var. DANYSZ PAR LA LYSE BACTERIOPHAGIQUE 


par R. WAHL et A. TERRADE. 


Il était vraisemblable que la lyse par le bactériophage libérait certains 
composants bactériens solubles. 

Nous avons constaté que c’est bien prubablement le cas pour l’anti- 
gene glucido-lipidique de Boivin. 

Les expériences ont été faites avec Salmonella enteritidis, var. Danysz 
lysée par le phage D4. 

La purification des lysats en deux temps : adsorption sur phosphate 
de calcium (R. Wahl, P. Grabar, M. Rouyer et L. Blum-Emerique [4], 
suivie de précipitation par lValcool & basse température (R. Wahl et 
L. Blum-Emerique) [5], nous a permis d’extraire et de concentrer 
Vantigéne, qui est, comme l’on sait, précipitable par l’alcool. L’anti- 
gene glucido-lipidique de Salmonella enteritidis est une endo- 
toxine [4, 2, 3] et nous avons utilisé sa toxicité sur la souris pour le 
mettre en évidence. 


TecHNIQUE. — On a utilisé les souches X et O de Salmonella enteri- 
tidis var. Danysz. Leur description sera donnée dans un publication 


ultérieure, ainsi que celle du phage [7]. 


(3) J. Brisou, ces Annales, 1950 (sous presse). 
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Un milieu de culture semi-synthétique a été utilisé pour préparer les 
lysats, suivant la technique décrite dans une autre publication [6]. 

La méthode de purification a été Iégérement modifiée pour ¢étre 
adaptée au phage D4. 

En effet, Vadsorption du phage D4 sur les phosphates commence 
a pH 6,3 environ, alors que celle de C16, utilisé dans les publications 
citees, ne commence qu’d pH 5,7. 

Pour adsorber, dans le premier temps, les impuretés en laissant tous 
les phages en solution, il fallait donc opérer A un pH plus élevé que 
pour C16. C’est pourquoi le lysat a été, aprés centrifugation, alcalinisé 
i pH 8 avec du carbonate de sodium, et la précipitation par le phosphate 
de calcium arrétée & pH 6,9. 

Le volume d’éthanol utilisé pour la précipitation du lysat ayant subi 
la premiére purification était tantdt égal au volume initial, tantdt 
double de celui-ci. Le précipité obtenu a été redissous dans un volume 
dix fois moindre que le volume initial et injecté par voie intrapéri- 
tonéale a des souris blanches du poids moyen de 18 g. 

1° Trois souris ont recu 1 cm et trois autres 0,5 cm* du lysat ainsi 
concentré dix fois. Dans chaque lot de 3, une souris a recu en méme 
temps 200 millions de bactéries. 

Toutes les souris sont mortes en quinze minutes, apres avoir pré- 
senté une agitation intense, des convulsions, des contractures et une 


_paralysie des membres. 


2° On a pratiqué des dilutions dans l'eau physiologique du lysat con- 
centré. 1 cm* de chaque dilution a été inoculé & deux souris. Celles qui 
ont recu les dilutions aux 3/10, 4/10 et 5/10 sont mortes dans les 
mémes délais et avec les mémes symptémes que celles qui ont été ino- 
culées avec le produit non dilué. Chez celles qui ont recu la dilution 
au 2/10, les symptémes ont apparu progressivement et la mort s’est 
produite au bout de deux heures. L’injection du produit dilué au 1/10 
ne donne aucun symptdme. 

Par ailleurs, nous avons centrifugé une culture de dix-huit heures 
de la méme souche bactérienne. Le surnageant a été traité exactement 
comme le lysat, par adsorption sur phosphate de calcium, précipitation 
par l’éthanol et reprise du précipité par un volume dix fois moindre de 
tampon de phosphates. Deux souris ont recu 1 cm*® et deux autres 
0,5 cm* du produit final. Elles n’ont présenté aucun trouble. 

Le produit toxique a donc bien été libéré par la lyse des bactéries, et 
ne peut étre que l’endotoxine de Boivin. 

Par ailleurs, nous avons constaté que certaines souches de Salmonella 
enteritidis var. Danysz ne donnent pas, avec le méme phage D4, de 
lysats toxiques pour la souris. Par exemple, un lysat préparé avec la 
souche O, purifié et concentré vingt fois par la méme méthode, s est 
montré inoffensif pour la souris, méme a la dose de 2 cm’. La souche O 
est pourtant pathogéne pour la souris. Ceci confirme ce qu’on sait sur 
la variabilité de la production de l’antigéne de Boivin par différentes 
souches. 

Nous avons également traité par notre méthode des lysats obtenus 
par l’action du méme phage sur d’autres espéces de Salmonelles. Le 
phage D4 était actif, en effet, sur plusieurs espéces, seulement d’ail- 
leurs sur les variétés S. . 

En particulier, avec Salmonella typhi, nous avons obtenu des lysats 
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non toxiques pour Ja souris. Ceci n’est pas pour surprendre, ¢tant 
donné le faible pouvoir pathogéne de cette bactérie pour cet animal. 

Enfin, nous avons constaté qu’en utilisant une autre méthode de 
purification (double adsorption sur phosphate de calcium [6]) on 
obtient avec la souche X un produit non toxique et trés riche en phage. 
Cette méthode permet donc d’éliminer l’endotoxine. 


Résumé EY concLusions. — 1° Les lysats bactériophagiques de cer- 
taines souches de Salmonella enteritidis, vav. Danysz, partiellement 
purifiés et concentrés dix fois par la méthode que nous avons décrite 
provoquent une intoxication trés rapidement mortelle, dont l’antigéne 
de Boivin parait bien responsable. 

2° Chez d’autres souches pathogénes de la var. Danysz, aucun pro- 
duit toxique n’a pu étre mis en évidence. La teneur en endotoxine est 
donc tres variable suivant les souches. 

3° Dans les lysats non traités, la concentration de l’antigéne est 
insuffisante pour provoquer une intoxication. 

Les produits purifiés et concentrés trois fois donnent les mémes 
symptémes. Ceux qui ont été seulement concentrés deux fois donnent 
une intoxication plus lente. 

I] faut donc injecter un produit correspondant® a des quantités 
énormes de lysat (2 cm*® pour une souris) pour provoquer une intoxi- 
cation. 

4° I} n’en est pas moins vrai que l’endotoxine passe dans les lysats, 
et il parait prudent d’utiliser pour des essais thérapeutiques des pré- 
parations de phages qui en sont dépourvues. Ceci peut étre réalisé de 
trois fagons : 

a) En préparant les lysats avec une souche peu productrice d’endo- 
toxine (en l’espéce la souche O). 

b) En utilisant pour cette préparation une autre espéce bactérienne, 
sensible au méme phage, et peu pathogéne pour l’animal d’expérience. 

c) En purifiant le lysat par une autre méthode, par exemple par la 
double adsorption sur phosphate de calcium. 


Institut Pasteur.) 
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RELATIONS ANTIGENIQUES 
ENTRE VIBRION CHOLERIQUE ET BRUCELLES 


par J. GALLUT. 


Parmi les nombreux faits de coagglutinabilité de bactéries d’espéces 
différentes, ceux qui concernent Vibrio cholerae et Brucella ont été 
signalés en premier par Wong et Chow [4] en 1937, puis par Eisele, 
Mc Cullough, Beal et Rottschaefer [2] en 1947. 

Ces différents auteurs ont rapporté que les sérums d’un certain 
nombre de sujets vaccinés contre le choléra présentaient des aggluti- 
nines 4 un taux significatif pour les Brucella : ce taux atteignait 1 p. 40 
pour les auteurs chinois et s’élevait de 1 p. 80 41 p. 160 dans 20 p. 100 
des cas des auteurs américains. 

D’aprés ces derniers le facteur responsable de cette coagglutination 
appartiendrait 4 l’antigéne non spécifique « H » du vibrion cholérique. 

Les résultats expérimentaux rapportés dans cette note tout en confir- 
mant la parenté antigénique de ces deux espéces bactériennes éta- 
blissent Vexistence d’un antigéne commun thermostable, qui s’identifie 
a une fraction de l’antigéne cholérique « O ». 


1° AceLuTinaTION DES Brucella PAR LES SERUMS ANTI-CHOLERIQUES. — 
Les sérums que nous avons utilisés sont ceux dont nous nous servons 
couramment pour le diagnostic des vibrions cholériques [3] (sérums 
anti « O » d’un titre supérieur A 1 p. 1.000). Ils ont été essayés simul- 
tanément non chauffés et chauffés trente minutes & 56°, avec des résul- 
tats identiques, sur des suspensions de trois souches de Brucella 
Brucella melitensis suspension standard pour séro-diagnostic de |’Ins- 
titut Pasteur (fluorurée 4 7. p. 100 et chauffée deux heures 4 100°), 
Brucelia melitensis souche P 900 [antigéne du C. R. F. O. Montpel- 
lier] (1) et Brucella abortus suis souche de la Collection de 1’Institut 
Pasteur (suspension formolée a 5 p. 1.000). Les agglutinations ont été 
recherchées par la technique macroscopique en tube, la dilution 
minima du sérum étant fixée a 1 p. 100. 

Les sérums anticholériques n’ont pas tous agglutiné les brucelles, 
dans les résultats positifs les taux anti-Brucella ont été généralement 
inférienrs aux taux anti-V. cholerae, mais exceptionnellement ils ont 
pu les égaler. Par exemple, le sérum n° 181, contenant les agglutinines 
cholériques A, G et D, agglutine le vibrion homologue a 1 p. 2.000, 
B. melitensis (souche I. P.) & 1 p. 500, B. melitensis (souche P 900) 
a1 p. 2.000 et B. abortus suis A 1 p. 2.000 également. 

Il existe donc bien une parenté antigénique « O » entre les deux 
germes. Cependant les résultats négatifs fournis par certains sérums 
anticholériques, notamment les sérums anti-Ogawa (facteurs A et B) 
montrent que le facteur fondamental A spécifique de V. cholerae n'est 


(1) Di A Vobligeance de notre collégue le D® JAcoror. 
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pas en cause. Si on néglige les antigenes mineurs [4] les résultats aussi 
bien positifs que négatifs, confirmés par l’emploi des sérums satures 
anti B, GC et D nous ont montré que les facteurs C et D sont respon- 
sables des co-agglutinations. Les trois souches de Brucella utilisées 
sont en effet agglutinées tolalement aux taux suivants : 


SERUMS ANTI-CHOLEKIQUES SP«.CIFIQUES 


Bavmeletensisatab))\ en 
B. melitensis (P 900). 
B abortus suis 


On sait que pour le diagnostic du choléra, les agglutinations doivent 
étre recherchées avec des suspensions de vibrion non chauffés : vivants 
de préférence [5]. Par cette technique, les vibrions El Tor ne se diffé- 
rencient pas des vibrions cholériques authentiques. Toutefois leur 
composition chimique différente (protéine IT de Linron pour V. cholerae, 
protéine II pour V. El Tor) provoque leur comportement sérologique 
différent aprés un chauffage de irois heures A 56°. Nous avons soumis 
des suspensions de B. abortus suis (récolté sur gélose aprés quarante- 
huit heures 4 37°) & un tel chauffage et nous avons constaté que ces 
germes se comportent comme les vibrions cholériques vrais et non 
comme les vibrions d’El Tor. Ceci a été confirmé par l’emploi d’un 
sérum antiprotéine de V. El Tor : celui-ci n’agglutine pas B. abortus 
suis. N’ayant pas de sérum antiprotéine de V. cholerae 4 notre dispo- 
lion, nous n’avons pu faire la preuve complémentaire de lidentité des 
deux protéines du V. cholerae et de B. abortus, mais il nous parait que 
cette hypothése peut étre envisagée a priori. 


2° AGGLUTINATION DE V. cholerde PAR LES SERUMS ANTI-Brucella. 
— Nous avons préparé trois sortes de sérums de lapins 

a) Sérums anti-B. melitensis préparés par injections intraveineuses 
de la suspension standard de l'Institut Pasteur (fluorurée et chauffée 
a 100°). Le titre homologue atteint 1 p. 1.000, le titre anti-B. abortus 
suis est 6quivalent ; par contre nous n’avons pu obtenir d’agglutina- 
tion 4 1 p. 100 de V. cholerae. 

b) Sérums anti-B. abortus suis préparés par injections intraveineuses 
de la suspension formolée 4 5 p. 1.000 des germes cultivés quarante- 
huit heures sur gélose nutritive. Le titre homologue atteint 1 p. 10.000 
ainsi que Je titre anti-B. melilensis. Ces sérums agglutinent V. cholerae 
a 1 p. 500. 

c) Sérums anti-B. abortus suis préparés par injections intraveineuses 
de suspensions en eau physiologique chauffées deux heures A 100°. Ces 
sérums agglutinent le germe homologue ainsi que B. melitensis 
ai 1 p. 10.000. Ils agglutinent V. cholerae A 1 p. 200. 

En somme, les deux sortes de sérums anti-B. aborlus suis (formolés 
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et chauffés a 100°) ont confirmé les résultats obtenus avec les sérums 

anticholériques. Toutefois, les différences entre les taux aaebiutines 

tions directes et croisées sont plus grandes avec les sérums anti-Bru- 

cella : les titres croisés n’ont pas dépassé le vingtiéme des titres homo- 

logues. Il est donc vraisemblable que nous aurions pu obtenir aussi 

des agglutinations significatives de V. cholerae avec les sérums anti- 
| B. melitensis, si ceux-ci avaient pu atteindre un titre aussi élevé que 
| celui décuplé des sérums anti-B. abortus. 


3° AGGLUTINATION AVEG LES SERUMS SATURES. — Nous avons procédé 4 

Ja saturation croisée des sérums anticholériques (A C D) et des sérums 

anti-B. abortus suis. Aprés saturation par B. abortus suis le sérum 
_anticholérique (titre homologue initial 1 p. 2.000) agglutine cncore 

V. cholerae & 1 p. 500. : 

Aprés saturation par le V. cholerae A C D le sérum anti-B. abortus 
| suis (titre homologue initial 1 p. 10.000) agglutine encore la brucelle 
| A 1 p. 400. 
| Si nos connaissances sur la structure antigénique de V. cholerae nous 
_permettent d’attribuer au facteur spécifique A l’agglutination rési- 
duelle du sérum anti-cholérique saturé par Brucella, par contre, nous 
ne sommes pas actuellement en mesure de dire si la spécificité du 
sérum anti-Brucella est augmentée aprés épuisement de ses coaggluti- 
nines par le vibrion cholérique. 


4° REACTIONS DES PRECIPITINES. — Nous avons préparé par la technique 
‘de Boivin a lacide trichloracétique un antigéne dit glucido-lipidique 
cextrait de B. abortus suis. 

Le rendement de cet antigene aprés purification par dialyse, préci- 
|pitation par l’alcool, lavages A l’acétone et 1’éther, atteint 2,6 p. 100 
da poids sec des germes utilisés. Il fournit en eau physiologique des 
<suspensions colloidales opalescentes trés stables (1 mg par centimetre 
‘cube) qui précipitent nettement avec les sérums anti-Brucella homo- 
logue dilués 4 1 p. 1.000. Ces solutions précipitent également avec les 
sérums anticholériques A CD quoique A un taux plus faible (1 p. 100). 

Inversement, des solutions d’antigéne cholérique (A G D) ont donné 
ides précipitations positives & 1 p. 100 avec tous les sérums anti-Bru- 
ella que nous avions préparés, soit : B. melitensis, B. abortus suis 
‘formolé et chauffé 4 100° et antigéne glucido-lipidique de B. abortus 
suis. 

En conclusion, les résultats fournis par la mise en ceuvre des préci- 
pitines concordent entiérement avec ceux des épreuves d’agelutina- 
ition. 

Le comportement des substances extraites des deux espéces micro- 
yiennes confirme donc bien qu'il s’agit d’une fraction antigénique 
-ommune thermostable « O », que nous pouvons assimiler respective- 
went aux facteurs cholériques D pour les souches B. melitensis et 
2. D. pour la souche B. abortus suis que nous avons utilisées. 

Il est 2 noter que le facteur C est lapanage du V. cholerae type Inaba 
‘pidémique et que le facteur D d’aprés nos recherches [4] l’accompagne 
réquemment. Ces facteurs figurent donc obligatoirement dans les 
ibrions utilisés pour la fabrication des vaccins anticholériques. Bien 


mum Annales de UInslitut Pasteur, t. 79, ne 3, 1950. 22 
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qu’en général le taux des agglutinines spécifiques soit plutot faible 
chez les vaccinés [5], nos résultats expérimentaux montrent qu’on peut 
s’attendre 4 trouver dans le sérum de ces sujets un titre anti-Brucella 
voisin de 1 p. 100 et un tilre certainement plus élevé encore chez des 
cholériques convalescents. 

Nous ne pouvons donc que souscrire A l’assertion de Huddleson [6] 
qu’il faut, dans les pays oti régne le choléra, étre prudent dans l’inter- 
prétation d’une agglutination positive des Brucella par le sérum 
humain. 

(Unstitut Pasteur.) 
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ETUDE QUANTITATIVE DE L’'HEMOLYSE 
PAR LES ACIDES GRAS 


(DEUXIEME NOTE) 


par D. G. DERVIGHIAN. 


Les résultats rapportés dans une précédente note (1) ont montré qu’il 
existe, suivant le domaine de concentration en acide laurique dans le 
milieu, deux régimes différents d’hémolyse. 

Au-dessus d’une concentration assez nettement définie, la lyse 
s’effectue rapidement, en quelques minutes. Pour les dilutions plus 
grandes, le phénoméne change assez brusquement d’allure, de sorte 
que l’hémolyse ne se produit plus qu’au bout de quelques heures. Cette 
hémolyse lente ou différée ne se produit, elle aussi, qu’A partir d’une 
certaine concentration minimum en acide laurique. 

On peut ainsi définir, pour chaque valeur du pH, deux concentrations 
seuils d’acide laurique, la premiére correspondant A la concentration 
au-dessus de laquelle apparait le régime d’hémolyse rapide, la seconde 
correspondant A la concentration la plus faible, au-dessous de laquelle 
il n’y a plus lyse différée, méme aprés une dizaine d’heures. 

Les quantités minima d’acide laurique nécessaire pour avoir soit 
Vhémolyse rapide, soit l’hémolyse lente augmentent linéairement avec 


() D. G. Dervicutan, ces Annales, 1949, 77, 193. 
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le nombre de globules rouges a lyser. Tout se passe comme si une 
certaine quantité d’acide gras était immobilisée par les constituants 
de chaque globule rouge. Les seuils sont définis pour un nombre néegli- 
geable de globules 4 lyser. En plus de cette concentration seuil, il faut 
poe quantité supplémentaire d’acide laurique, d’autant plus grande 
qu il y a davantage de globules dans le milieu. On peut donc, en déter- 
minant les quantités d’acide laurique nécessaires 4 la lyse rapide ou 
lente de nombres différents de globules rouges, mesurer la quantité 
d’acide gras immobilisé par globule rouge. 

Chacune des concentrations seuils, de méme que chacune des quan- 
tités d’acide gras fixé, soit pour l’hémolyse rapide, soit pour l’hémolyse 
lente, varient avec le pH du milieu. 

Dans le présent travail, les seuils et les quantités d’acide gras fixé 
ont été déterminés systématiquement pour une quinzaine de valeurs 
du pH du milieu comprises entre pH 5,4 et pH 10,3. Les variations et 
les grandeurs de ces quantités sont comparées aux constantes caracté- 
ristiques des acides gras. 

Le méme mode opératoire et les mémes conditions que celles décrites 
dans la précédente note ont été suivis. Les concentrations en acide 
_ laurique sont exprimées par rapport au volume total du milieu (volume 
_ du milieu + volume de la suspension de globules rouges introduite). 
Toutes les observations sont faites dans une chambre dont la tempé- 
_rature est maintenue constante 4 23 + 0,5°. Le pH de la solution ou 
de la suspension aqueuse d’acide laurique est fixé avec des tampons 
appropriés (phtalale, phosphate ou borate A une concentration de 
M/100). L’isotonicité est ajustée en ajoutant la quantité nécessaire de 
KCl]. Pour les raisons indiquées (1), le cation utilisé a été toujours 
Vion K+, Les mélanges ainsi préparés sont placés vingt-quatre heures 
4 V’avance dans Ja chambre 4 température constante, afin qu’ils puissent 
atteindre l’équilibre de température et de dissolution. Juste avant 
d’étre ajoutés, les globules sont lavés une derniére fois au pH étudié. 

Tous les résultats se rapportent aux globules rouges du sang de 
cheval. 

Dans le tableau sont rassemblés, d’une part, les deux seuils de 
concentration exprimés en 10—% M trouvés pour les différents pH et, 
d’autre part, les quantiltés d’acide laurique fixé, par globule rouge, 
soit pour la lyse rapide, soit pour la lyse lente. Les courbes des figures 
1 et 2 montrent les variations de ces 2 concentrations seuils en fonction 
du pH. Sur la figure 1 a été portée en pointillé la courbe de solubilité 
de l’acide laurique dans l’eau en fonction du pH. Ces solubilités ont 
été mesurées dans un autre travail (2) en déterminant, pour chaque 
valeur fixe du pH, la concentration a partir de laquelle on atteint le 
minimum de la tension superficielle d’une solution aqueuse d’acide 
laurique (3). On voit qu’entre pH 6 et pH 7,8, les concentrations seuils 


(2) D. G. Dervicatan, J. Gurarn et H. Rosano, Bull. Soc. Chimique de 
| France (sous presse). ; ' 
(3) Il est utile de prévenir ici le lecteur contre toute tentation @établir 
|un rapprochement entre hémolyse et le fait que lon a mesuré les tensions 
}: superficielles de ces solutions. La mesure de la tension superficielle est 
‘un moyen commode de déterminer la concentration pour laquelle on 
\iobtient l’activité thermodynamique maxima, c’est-a-dire la saturation. 
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CONCENTRATIONS SEUILS QUANTITES FIXEES PAR GLOBULE 
pl | 
Régime rapide Régime lent Régime rapide Régime lent 
5,4 0? i) 2 2 
5,45 10? 0 ? eS 
a8 .|0,3-0,4 40-3 M!| 0,2 40—%M | 3,7 40—13 ¢ | 4,5 10 —13' ¢ 
6,0 .|0,2-0,4 0,05 3,9 159 ~ 
6,3 .|0,4 0,2 2,8 1,8 
OST o a alk 0,3 252 ile! 
7,4 na? 0,5 Aa 1,0 
8,0 5 BlEts 0,9 1,8 1,3 
8,1 5 Pace heal 4,4 1,2 
$,5 ./2,3 1,3 1,6 1,0 
8,5 2,2 1,2 1,8 | 
8,95 {2,6 1,6 1,6 0,9 
9.4 .|2,8 slat 2,4 0,6 
9,8 SIP! 4,5 3,2 0,6 
10,3 ane WEP 3,8 1,3 
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produisant Vhémolyse rapide se confondent, aux erreurs d’expérience 
pres, avec les concentrations de saturation de Vacide laurique. Nous 
pouvons done dire que, pour qu’il y ait hémolyse rapide, il faut que 
la solution soit au moins saturée en acide gras entre pH 6 et pH 7,8 
Au-dessus de pH 8, les concentrations seuils d’hémolyse rapide s’écartent 
des concentrations de saturation, devenant plus faibles que celles-ci 
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Tout laisse croire que le mécanisme de Vhémolyse est différent, au 
moins pour l’une des phases du processus, suivant que l’on se trouve 
dans le domaine compris entre pH 6 et pH 7,8 ou en dehors de ce 
domaine. 

Pour ce qui est des concentrations seuils d’hémolyse lente, elles sont 
nettement inférieures aux concentrations de saturation. Il n’est pas 
possible d’établir, pour le moment, une correspondance précise entre 
ces valeurs de la concentration et les propriétés des solutions d’acide 
gras. Tout ce que l’on peut dire, c’est qu’il semble qu’a ces mémes 
valeurs de la concentration, certains changements apparaissent dans 
les propriétés des solutions d’acide laurique qui semblent en relation 
avec le degré d’hydrolyse de l’acide gras. 

En plus du changement d’allure de la premiére des courbes de la 
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figure 1, A partir de pH 7,8 environ, on constate que les courbes des 
deux seuils (fig. 1) présentent un rebroussement vers 9,5. Ces valeurs 
particuliéres du pH ont été déja reconnues comme étant des points 
caractéristiques dans les courbes de titrage de l’acide gras (4). La 
signification de ces valeurs particuligres du pH incite a penser que 
la cause des changements de modalité de l’hémolyse suivant la région 
du pH ne doit pas étre exclusivement recherchée dans la constitution 
propre du globule rouge, mais tout aussi bien dans les changemenis 
des propriétés de l’acide gras utilisé comme hémolysant. Il est évident 
que ces changements de propriété de l’hémolysant ne peuvent que se 
répercuter sur son interaction avec les constituants du globule rouge, 
quels qu’ils soient. On observe une discontinuité dans la vitesse meme 
de la lyse aux environs de pH 8. Alors qu’au-dessous de ce pH, la 


(4) D. G. Dervicatan et J. Kipés, Bull. Soc. Chimique de Franee (sous) 
| presse). 
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lyse rapide se produit en une dizaine de minutes, la durée est infé- 
rieure & une minute dés que l’on dépasse pH 8. 

Les conditions sont difficiles & définir au-dessous de pH 5,8 et 
au-dessus de pH 10,5, car en l’absence méme diacide laurique, les 
globules rouges ont tendance a lyser au bout d’un temps plus ou moins 
long. Cependant, alors que, d’une facgon générale, l’acide laurique 
accélére cette lyse, on constate que la durée de la lyse est, au contraire, 
prolongée en présence de trés faibles quantités d’acide laurique, 
comme s’il y avait un effet protecteur, 

En ce qui concerne la quantité d’acide laurique fixée par le globule, 
on constate qu’elle se met a croitre aussi bien dans la région acide 
que dans la région alcaline des pH. L’accroissement du cdté acide au- 
dessous de pH 7 pourrait étre di au fait que l’on se trouve au-dessous 
du point iso-électrique de l’>hémoglobine et que celle-ci, se comportant 
alors comme une base, fixerait l’acide gras. La raison de 1l’accroisse- 
ment de la quantilé fixée au-dessus de pH 9,5 environ devrait étre 
recherchée dans le fait que la valeur du pH 9,5 est en relation avec 
la neutralisation de lacide laurique. En tout cas, dans la région 
moyenne des pH, les quantités d’acide Jaurique fixé par globule rouge 
correspondent, respectivement pour chacun des régimes, 4 environ 
0,4 p. 100 et 0,2 p. 100 du poids du globule rouge. Il est intéressant 
de constater que cette quantité est du méme ordre de grandeur que 
la quantité de corps gras et de cholestérol existant normalement dans 
le globule rouge, alors qu’elle est incomparablement plus petite que 
la quantité de protéines. 


(Institut Pasteur, Service de Chimie physique.) 


ACTION BACTERICIDE POUR LE BACILLE DE KOCH 
DE LA VITAMINE C A DOSES ELEVEES. 
COMPARAISON AVEC SON ACTION 
SUR UN CERTAIN NOMBRE DA'UTRES MICROBES 


par P. PICHAT et A. REVEILLEAU. 


L’action favorisante de la vitamine C A petite dose sur les cultures 
microbiennes est décrite depuis longtemps. Depuis plusieurs années, 
nous étudions l’action de la yitamine C a haute dose sur les cultures 
microbiennes et, en particulier, sur celles du bacille de Koch, les doses 
étudiées correspondant a celles que l’on trouve dans le sérum et les 
urines des sujets traités par la vitamine C A haute dose (cette technique 
étant utilisée par nous depuis bientét six ans). 

Cette étude a fait déja l’objet de diverses notes (1). 


(1) P. Picnar et Mincear, C. R. Soc. Biol., 1949, 443, 508. — Jean Norror, 
Thése Méd., Lyon, 1948. — P. Picuar et A. Revetmxeau, Action bactéricide 
in vitro de la vitamine C pour le bacille de Koch. — A. Revemtrau, Thése 
Pharmacie, Lyon, 1950 (en préparation). 
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Nous avons d’abord étudié l’action bactéricide de la vitamine C 
in vitro sur les cultures homogénes de bacille de Koch. Notre technique 
a été la suivante : 

Nous avons utilisé l’acide l-ascorbique tamponné par le bicarbonate 
de soude, de sorte que les pH de nos milieux n'ont pratiquement pas 
été modifiés. 

Trois souches homogénes ont été utilisées avec des résultats 
semblables, dont la souche originale de S. Arloing et P. Courmont. 

Le milieu de culture utilisé & été l’eau peptonée glycérinée ; il fut 
réparti en tubes gradués 4 raison de 5 cm® par tube. 

La vilamine C a été diluée dans chacun de ces tubes, les dilutions 
s’échelonnant du 1/100 au 1/100.000, la concentration maxima étant de 
0.050 g par 5 cm?. 

Ces tubes ont été ensemencés, certaines séries avec 20 millions de 
bacilles de Koch, d’autres avec 500.000, d’autres, enfin, avec 25.000. 
Tous ces tubes sont restés plus de deux mois A l’étuve, soigneusement 
agités plusieurs fois par semaine. 

Les tubes témoins ont poussé du quatriéme au septiéme jour ou du 
sixiéme au huitiéme ou du septi¢me au dixiéme, selon les taux des 
ensemencements. 

N’ont été déclarés bactéricides que les tubes qui n’ont pas poussé 
de visu et dont les réensemencements n’ont pas poussé. 

Ces expériences ont été répétées en série et se sont échelonnées sur 
trois ans. 

Nos résultats peuvent se résumer comme suit : 

1° Dans les heures qui suivent le début des expériences, les tubes 
qui correspondent aux concentrations égales ou supérieures 4 1/1.000 
prennent une coloration rose, quelque peu jaune, qui augmente en 
deux ou trois jours et se stabilise. 

2° La vitamine C présente un pouvoir retardant considérable 4 haute 
dose : on observe méme un pouvoir hbactéricide vrai pour les concen- 
trations égales ou supérieures 4 1/200 quand J’ensemencement est de 
20 millions, pour les concentrations 4 1/500 quand l’ensemencement 
est de 500.000, pour les concentrations 4 1/1.000 quand 1’ensemence- 
ment est de 25.000. Le pouvoir retardant s’étend respectivement aux 
concentrations supérieures aux 1/2.000, 1/5.000, 1/10.000. 

3° L’étude des réensemencements pratiqués de semaine en semaine 
montre que, dans les tubes déclarés bactéricides, la mort du bacille a 
pu survenir avant la fin de la deuxiéme semaine. 

Nous avons ensuite étudié l’action de la vitamine C sur des cultures 
virulentes de bacille de Koch en utilisant d’une part des milieux 
\ base d’asparagine, phosphate mono-potassique, citrate Mg, sulfate Ke 
c’est-a-dire type Youmans, d’autre part 3 souches différentes de bacille 
de Koch virulent. 

Comme dans les expériences précédentes, nos milieux ont été répartis 
dans des séries de tubes gradués a 5 cm*. Les quantités ensemencées 
de microbes ont été approximativement de 500.000 4 1 million dans 
certaines séries, de 5 4 10 millions dans les autres séries, par tube. 

Nos résultats ont été les suivants : les concentrations égales ou supe- 
rieures & 1/1.000 sont bactéricides pour le bacille de Koch. Effecti- 
yvement, aucun des tubes correspondant a ces concentrations n'a 
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poussé aprés quatre mois d’étuve. D’autre part, les réensemencements 
pratiqués ont montré qu’a partir de la deuxiéme ou de la troisiéme 
semaine de lexpérience, les bacilles étaient morts dans les tubes 
déclarés bactéricides. 

En somme, la vitamine C présente in vitro, pour les diverses souches 
de bacille de Koch, un pouvoir bactéricide considérable. Si l’on 
compare son pouvoir bactéricide sur les bacilles virulents en milieu 
type Youmans avec celui sur les bacilles en cultures homogénes, on 
note que, dams les conditions de nos expériences, les bacilles virulents 
se sont montrés plus sensibles a la vitamine C que les bacilles en 
cultures homogeénes. 

D’autre part, nous avons étudié Vaction in vitro de la vitamine C 
sur un certain nombre d’autres microbes : soit cocci & Gram _ positif 
(4 souches différentes de staphylocoque, 1 d’entérocoque), soit bacilles 
i Gram négatif (divers types de Salmonella: typhi, para B, Gartner, 
Aertrycke, para C, coli), bactéridie charbonneuse, Proteus, pyocya- 
nique, vibrion cholérique. 

Le milieu d’ensemencement a été le bouillon ordinaire, réparti en 
tubes gradués de 5 cm’, auxquels on a ajouté la vitamine C, les dilu- 
tions s’échelonnant du 1/100 au 1/100.000. 

Les ensemencements pratiqués ont été, selon’ les séries, de 
200.000 microbes, 100.000, 50.000, 10.000, 2.000 (ces chiffres étant trés 
approximatifs). 

Nos résultats ont été les suivants : 

1° La totalité des tubes ensemencés a poussé ; 

2° Nous n’avons noté un pouvoir retardant important que dans les 
tubes ensemencés avec les staphylocoques, et seulement lorsque les 
ensemencements. étaient au maximum de 5.000 & 10.000 cocci, dans 
les tubes A concentration supérieure a 1/1.000. 

3° Sur les Salmonella, en particulicr, le pouvoir retardant de Ja 
vitamine C dans les conditions de nos expériences a été & peu prés nul. 


Conciusion. — La vitamine C (tamponnée par le bicarbonate de 
soude) présente in vitro, aux doses de 1/1.000 & 1/100, un pouvoir 
bactéricide important pour le bacille de Koch. 

Cette action sur le bacille de Koch s’oppose en quelque sorte A celle 
sur les autres microbes: mous n’avons effectivement pas trouvé de 
pouvoir bactéricide de la vitamine C pour les autres microbes, mais 
seulement un pouvoir retardant limilté a certains microbes tels que 


staphylocoque et seulement dans les tubes A concentration vitami- 
nigue tres élevée. 


(Laboratoire de Médecine expérimentale de la Faculté de Lyon.) 
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MODIFICATIONS APPORTEES CHEZ L'HOMME 
AU POUVOIR BACTERICIOE DU SERUM SANGUIN 
ET DES URINES PAR L’UTILISATION A HAUTES DOSES 
DE LA VITAMINE C : POUVOIR BACTERICIDE 
POUR LE BACILLE DE KOCH D'UNE PART, 
POUR UN CERTAIN NOMBRE D'AUTRES MICROBES 
D'AUTRE PART 


par P, PICHAT et A. REVEILLEAU. 


Dans les expériences types, nous avons pratiqué des injections intra- 
veineuses de 2, 3 ct 4 g de vitamine C (acide l-ascorbique tamponné 
par le bicarbonate de soude). Sérums et urines ont été prélevés avant 
injection de vitamine C et trois, six, douze, etc., heures aprés injection. 

La technique de dosage des pouvoirs bactéricides pour le bacille de 
Koch a été d’abord Ja suivante : dans des tubes gradués de 5 cm® ct 
a 1/2, 1/4, 1/8 du tube on dispose le milieu de culture, soit l’eau 
peptonée glycérinée et le liquide dont on veut doser le pouvoir bacté- 
ricide, puis on ensemence avec des bacilles de Koch en cultures 
homogénes. 

Chaque recherche de pouvoir bactéricide d’urine comporte 3 tubes 
contenant respectivement 1/8, 1/4, 1/2 d’urine. 

Chaque recherche de pouvoir bactéricide de sérum comporte 2 tubes 
contenant respectivement 1/8, 1/4 de sérum (dans certains cas nous 
avons utilisé un troisitme tube avec 1/3 de sérum). 

Les ensemencements ont été soit de 20 millions, soit de 1 million, 
soit de 100.000 bacilles, selon nos séries d’expériences. 

Nos expériences comportaient évidemment un nombre important de 
témoins. 

Nous ferons remarquer que cette technique ne mesure le pouvoir 
retardant ou bactéricide du sérum et des urines qu’aprés les avoir 
considérablement dilués avec le milieu de culture, ce qui le réduit 
considérablement: de sorte qu’il peut exister dans le sérum et les 
urines des sujets traités un certain pouvoir bactéricide non décelable 
par notre technique. 

Nos résultats ont été les suivants : 

1° Le pouvoir bactéricide des urines des sujets traités trois heures 
avant la prise, par une injection intraveineuse d’environ 3 g dacide 
l-ascorbique, est considérable : effectivement, dans la majorité des cas, 
les tubes contenant 1/2 ou 1/4 d’urine n’ont pas poussé et leurs 
réensemencements, pratiqués quinze jours aprés le début de l’expé- 
rience, sont restés stériles. Le pouvoir retardant est considérable dans 
les tubes contenant 1/8 seulement d’urine. 

Dans les urines qui s’échelonnent de la troisiéme a la sixiéme heure 
apres |’injection intraveineuse, le pouvoir bactéricide diminue consi- 


346 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


dérablement, mais il persiste encore un pouvoir retardant important 
quinze heures aprés !’injection intraveineuse. 

2° Le pouvoir bactéricide du sérum sanguin pour le bacille de Koch 
est nul dans les conditions de nos mesures, c’est-a-dire aprés dilution 
aux 3/4, aux 7/8 de sérum avec l’eau peptonée glycérinée. On ne note 
qu’exceptionnellement des pouvoirs retardants importants. 

3° En méme temps que nos dosages de pouvoir bactéricide, nous 
avons praliqué des dosages de pouvoir réducteur par la méthode iodo- 
métrique et de vitamine C par l’électro-photométre de Meunier: de 
la comparaison des chiffres des pouvoirs bactéricides ou retardants 
d’une part, et, d’autre part, des chiffres des pouvoirs réducteurs ou 
des taux de vitamine C, nous avons tiré les conclusions suivantes : 

a) Il existe un certain parallélisme entre pouvoirs bactéricides d’une 
part et pouvoirs réducteurs d’autre part, en ce sens que les pouvoirs 
bactéricides importants s’accompagnent toujours d’un pouvoir réduc- 
teur élevé et inversement ; les taux de vitamine C sont toujours trouvés 
importants quand les pouvoirs bactéricides sont importants. 

b) Mais il ne s’agit que d’un parallélisme relatif. Il est impossible, 
méme en tenant compte largement des coefficients d’erreurs de nos 
techniques, de donner a un liquide, sérum ou urine, qui présente un 
coefficient déterminé de pouvoir réducteur et un taux déterminé 
d’acide ascorbique, un pouvoir bactéricide déterminé. En particulier, 
il semble que dans Jes urines des deuxiéme et troisiéme émissions qui 
sont seulement retardantes, il n’y a pas de parallélisme entre pouvoir 
retardant parfois trés conservé et taux d’acide ascorbique trés réduit. 

c) ll n’y a pas non plus de parallélisme exact entre l’action bacté- 
vicide in vitro de la vitamine C et l’action bactéricide des urines des 
sujets traités par la vitamine C. 

Dans toute une série d’autres expériences, nous avons utilisé comme 
milieu d’ensemencement un milieu type Youmans et des bacilles de 
Koch virulents, 4 raison soit de 500.000 & 1 million, soit de 5 a 
10 millions par tube. 

Dans ces conditions, nos résultats se rapprochent des résuitats pré- 
cédemment établis, c’est-i-dire qu’il existe dans les urines un pouvoir 
bactéricide considérable, ce pouvoir bactéricide n’étant pas retrouvé 
dans Je sérum, si ce n’est sous forme d’un pouvoir retardant incons- 
tant (dans les conditions et avec les défauts déja signalés de notre 
technique). I] semble méme que J’utilisation du milieu de Youmans 
et de bacilles de Koch virulents donne des chiffres plus élevés du pou- 
voir bactéricide dans les urines. 

Enfin, dans d’autres séries d’expériences, nous avons utilisé comme 
milieu d’ensemencement du bouillon ordinaire et comme microbes 
ensemencés soit des cocci 4 Gram positif (diverses variétés de staphy- 
locoque et un entérocoque), soit des bacilles A Gram négatif (S. typhi, 
para A, Gartner, Aertrycke, para C, coli), vibrion cholérique, pyocya- 
nique. Dans ces conditions, nous n’avons trouvé aucun pouvoir bacté- 
ricide ou retardant dans les sérums, aucun pouvoir bactéricide dans 
les urines, mais seulement un pouvoir retardant pour le staphylo- 
coque des urines des sujets traités par la vitamine C. Nous avons noté 
en particulier Vabsence compléte de tout pouvoir retardant pour les 
Salmonella des urines des sujets traités par la vitamine C 


4s 
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NI ; : ‘ 
Pe aeerens aya ue de ces recherches, qui datent de trois 

jet de notes antérieures (1), un certain nombre 
de dosages ont été pratiqués chez des Sujets recevant l’acide ascorbique 
a hautes doses, mais avec d’autres modalités. 

Les résultats de nos recherches peuvent se résumer ainsi : 

1° Chez les sujets iraités par la vitamine CG i hautes doses, on voit 
apparaitre, dans les urines en particulier, un pouvoir bactéricide consi- 
dérable pour le bacille de Koch, soit bacilles en cultures homogénes 
soit bacilles virulents en cultures en milieu type Youmans. Ce pou: 
voir bactéricide est beaucoup plus difficile & constater dans le sérum. 

2° Chez ces mémes sujets, traités par la vitamine C a hautes doses, 
on ne trouve pas, méme dans les urines, un pouvoir bactéricide impor- 
tant pour la plupart des microbes autres que le bacille de Koch : nous 
n’avons trouvé de pouvoir retardant notable que pour les cocci & Gram 
positif, en particulier pour le staphylocoque. 

De sorte qu’il y a une opposition entre l’action de la vitamine C 
in vivo sur le bacille de Koch et son action in vivo sur les autres 
microbes, en particulier sur les microbes type Salmonella. 

3° Il y a un certain parallélisme entre taux bactéricide et taux 
d’acide ascorbique, en ce sens qu’un pouvoir bactéricide élevé corres- 
pond a un taux d’acide ascorbique élevé et inversement, mais ce paral- 
lélisme est loin d’étre absolu. 


(Laboratoire de Médecine expérimentale de la Faculté de Lyon.) 


REACTION D'HEMAGGLUTINATION 
TYPE MIDDLEBROOK-DUBOS REALISEE 
AVEC LES HEMATIES HUMAINES O 
ET LA NOUVELLE TUBERCULINE |.P. 48 


par R. SOHIER, 1. TRIMBERGER et J. JUILLARD. (°). 


Dans une précédente note (1) nous avions relaté un essai de simpli- 
fication de lVintéressante méthode d’hémagglutination de Middlebrook 
et Dubos utilisable pour le diagnostic sérologique de l’infection tuber- 


(1) Jean Norror, Thése Méd., Lyon, 1948. — P. Pricaar et Minczar, C. R. 
Soe. Biol., 1949, 4143, 508. — P. Picuar et Revemueav, C. R. Soe. 
Biol., 1949, 443, 1063. — P. Picwat, C. R. Soc. Biol., 1949, 143, 1065. — 
P. Prcnar et A. Revemzeav, C. R. Soc. Biol., Réunion Lyon, 5 juin 1950. 

(*) Travail effectué avec laide de la Caisse nationale de Sécurité sociale. 

(1) R. Sonmr, ces Annales, 1950, 78, 283, 289. : 

(2) Nous remercions M. le Dt Bretey qui nous a remis ce produit et a 
bien voulu nous donner de trés utiles conseils pour son emploi. Nous 
devons attirer l’attention sur le fait que les ampoules actuellement délivrées 
ne peuvent étre utilisées pour la réaction @hémagglutination, tant en raison 
du nombre trop faible d’unités qu’elles contiennent que des modifications 


— pouvant intervenir sur la réaction @hémagglutination apres lyophilisation. 
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culeuse. En remplacant les hématics de mouton par les hématies 
humaines O on supprimait en effet le temps préalable d’absorption 
des agglutinines naturelles anti-mouton. Les premiers résultats obtenus 
étaient encourageants. Ayant effectué A ce jour 236 réactions avec les 
hématies humaines, nous croyons pouvoir rapporter nos constatations. 
Elles ne se limitent d’ailleurs pas & Vusage de ces hématies car elles 
comportent un fait nouveau concernant l’usage d’une nouvelle tuber- 
culine purifiée par absorption dite I. P. 48 préparée par l'Institut 
Pasteur de Paris (du moins pour 191 réactions). 


TrcuniguE. — La technique utilisée a été celle que nous avons pré- 
cédemment employée avec les hématies de mouton. 


Hématies humaines du groupe O recueillies en liquide d’Alsever utilisées 
irois jours aprés Ja récolte et pouvant étre conservées au frigidaire au 
moins guatre semaines. Lavage soigneux avant emploi dans six fois le 
volume initial d’eau physiologique, trois fois de suite. Extrait de bacilles 
tuberculeux : tuberculine I. P. 48 en poudre (2) titrant une unité pour 
0,000.025 mg. Préparation au moment de Yemploi de 5 cm* de solution 
contenant 3 mg., soil 25.000 unités par centimétre cube. 

Fixation de la tuberculine sur les hématies : 0,05 cm’ de culot dhématies 
pour 1 em’ de solution de tuberculine ; contact deux heures a 37°. 

Réaction : sérum dilué 4 1/2, puis inactivé trente minutes 4 56°. Réparti- 
lion dans des tubes de Vernes de 0,3 cm? pour le premier et 0,3 cm 
pour le second, qui contient déja 0,3 ems deau physiologique, dilutions 
successives, par passage de tube en tube contenant 0,3 cm? d’eau physio- 
logique, de 0,3 em? du mélange du deuxiéme tube. On obtient ainsi des 
dilutions de 1/2, 1/9, 1/8, 1/16, 1/32, etc. 

Addition de 0,05 de suspensions dhématies ayant fixé la tuberculine 
diluée au 1/80. 

Lecture apres deux heures d’étuve 4 37° par examen des tubes secoués 
au-dessus d’un miroir concave. 

On doit savoir que si le tube témoin (0,3 de sérum inactivé additionné 
dune suspension dhématies O diluées 4 1/80 non sensibilisées) donne le 
plus souvent une suspension parfaitement homogéne, il arrive qu’on 
observe un trés fin granité qui, dailleurs, est tres facilement différencié 
des agglutinations vraies dhématies ayant fixé la tuberculine en présence 
dun sérum positif. 


RESULTATS OBTENUs. — Nous rapporlerons successivement ceux 
obseryés pour divyer'ses catégories de sujets. 
a) Sujets tuberculeux,. — Sur 31 malades atteintes de lésions pulmo- 


naires 4 divers stades, pleurales, miliaires, méningites tuberculeuses, 
primo-infection en évolution, on obtient 23 réactions positives et 
8 réactions négatives. 


Parmi celles-ci, 6 concernent des sujets atteints de formes trés graves, 
arrivées 4 la période terminale, et 2 des malades ayant une primo-infection 
bacillaire & son début ; pour ces 2 sujets, la réaction, refaite respective- 
ment dix jours et onze jours aprés, était nettement positive. 

Chez 4 enfants ayant eu antérieurement des primo-infections, mais sans 
signes d’évolution et d’activité au moment du préléyement, Ja réaction 
était négative : méme résultat chez un cinquiéme enfant guéri d'une péri- 
tonite tuberculeuse grave traitée par la streptomycine. 

Pour 3 autres enfants ayant eu une primo-infection, mais sur état 
desquels nous n’avons pu avoir de précisions, la réaction était négative. 
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En résumé, la réaction a toujours été positive (taux 1/18) chez 
les sujets ayant des lésions tuberculeuses en évolution. Notons que les 
taux les plus élevés ont été observés au cours des méningites tuber- 
culeuses, des miliaires et de formes diverses de primo-infection. 

b) Sujets atteints de maladies diverses de nature non tuberculeuse. 
— Il s’agissait de malades d’hopitaux au nombre de 64 parmi lesquels 
on a trouvé 56 réactions négatives (87,5) et 8 positives (12,5 p. 100). 


Parmi celles-ci, on reléve les diagnostics suivants: 1 amibiase, 2 palu- 
dismes, 1 rhumatisme arliculaire aigu, 1 angine, 1 séquelle de poliomyélite, 
2 affections de nature indéterminée. 


c) Sujets apparemment normaur. — 1° 23 adultes: négatifs, 20 
(86,9 p. 100) ; positifs, 3 (13,1 p. 100), ces sujets ayant des épreuves 
tuberculiniques ou bacillaires positives ; 2° 68 enfants: négatifs, 65 
(95,5 p. 100) ; positifs, 3 (4,5 p. 100) ; 3° 30 vieillards : négatifs, 29 
(96,6 p. 100) ; positifs, 3 (8,4 p. 150). 

Animaug : 

Nous avons cru utile de vérifier le comportement de la réaction aux 
hématies humaines O avec du sérum (préalablement absorbé par les- 
dites bématies) de lapins inoculés avec du BCG ou de bovidés tuber- 
culeux. Sur 11 animaux, nous avons obtenu les mémes résultats 
qu’avec les hématies de mouton. 

Il pouvait étre intéressant de comparer ces résultats donnés par les 
hématies de mouton et ceux obtenus avec les hématies humaines O, 
ce que mous avons fait pour tous nos sérums. 

Nous avons constaté les faits essentiels suivants : 

Avec les sérums humains provenant de sujets ayant des Iésions 
tuberculeuses en évolution et avec ceux des animaux artificiellement 
ou spontanément tuberculisés, les réactions étaient positives avec les 
deux méthodes. Tout au plus pouvait-on observer, dans quelques cas, 
des taux un peu plus bas avec les hématies humaines O. 

Par contre, pour les sujets malades ou apparemment normaux, le 
nombre de résultats positifs en quelque sorte « inattendus » était 
beaucoup plus faible avec Jes hématies humaines O qu’avec les 
hématies de mouton (adultes, 12,5 p. 100 au lieu de 33 p. 100 ; enfants, 
4,5 p. 100 au lieu de 9,6 p. 100; vieillards, 3,5 p. 100 au lieu de 
Tle Gout CONE 

Dans un article récent, Ch. Gernez-Rieux et A. Tacquet (3), tout en 
reconnaissant l’intérét de l’emploi de la tuberculine précipitée que 
nous avions proposée, attiraient l’attention sur le fait que ce produit 
et la technique que nous utilisions donnaient plus de_ résultats 
positifs (16 p. 100) chez des sujets apparemment normaux que la 
méthode originale de Middlebrook et Dubos avec leur extrait spécial 
de bacilles tuberculeux (4 p. 100). 

On constatera que, tout en conservant notre méthode, mais en uti- 
lisant les hématies humaines O et la nouvelle tuberculine préci- 
pitée I. P. 48, les résultats obtenus sont (a condition de les lire aprés 
deux heures A 37°) trés voisins de ceux rapportés par Middlebrook 
et Dubos et par Gernez-Rieux et Tacquet apres usage d’hématies de 
mouton et d’un extrait de bacilles tuberculeux spécialement préparés 
pour la réaction d’hémagglutination [Positivité constante dans les 
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tuberculoses évolutives pulmonaires ou pleurales, les primo-infectlions, 
les miliaires. Positivité A des taux faibles chez les sujets apparemment 
non tuberculeux. A titre d’exemple: 9 p. 100 de réactions positives 
pour 100 enfants allergiques ou non allergiques pour Gernez-Rieux et 
Tacquet, contre 4,5 p. 100 avec notre technique]. 

En résumé, la réaction d’hémagglutination du type Middlebrook- 
Dubos peut étre effectuée (ce qui constitue une simplification notable) 
avec des hématies humaines du groupe O ayant fixé la nouvelle tuber- 
culine purifiée I. P. 48, mais également d’autres extraits bacillaires (3). 

Les résultats obtenus aprés 236 réactions sont trés comparables 
A ceux rapportés & ce jour avec la technique originelle employant des 
hématies de mouton et un extrait spécial de bacilles tuberculeux. 


(Laboratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine de Lyon.) 


EPREUVES CUTANEES 
AUX SUSPENSIONS DE BACILLES BCG TUES. 
RESULTATS OBTENUS (*) 


par R. SOHIER, J. GOUTAYER et H. GOUTAYER. 


Si plusieurs travaux concernent les réactions cutanées aux suspen- 
sions de bacilles tuberculeux avirulents et morts ont été publiés en 
France et en particulier dans ces Annales, il en est peu qui aient rap- 
porté des enquétes faites sur de nombreux sujets dans le but de 
dépister une infection tuberculeuse latente. 


Les travaux de Boquet et Négre concernaient des recherches effectuées 
chez lanimal et méme celles récentes de Valtis et van Deinse. Les inté- 
ressantes constatations de Chaussinand ouvrant en France la voie a de 
telles investigations chez Vhomme étaient limitées a des enfants. Weill- 
Hallé ne donnait pas de précisions sur le nombre des examens effectués. 
On doit rappeler aussi la contribution apportée par les médecins étudiant 
laction du BCG chez les tuberculeux (Coulaud, Corre, Gernez-Rieux, Arnaud 
et Chevalier, Boquet, etc.). 

Hors de notre pays, des prospections importantes étaient réalisées aprés 
Jes études préliminaires de Carlinfanti, Thorkildsen, pour déceler par 
lépreuve bacillaire linfection tuberculeuse latente non révélée par Vallergie 
tuberculinique. Parmi les plus importantes figurent celles de Rosemberg, 
Andenoes, Frappier et Guy, Uvstedt et Anonsen. 

D’autres concernaient les réactions obtenues chez les sujets vaccinés 
au BCG. 

Mais la plupart des travaux avaient été réalisés avec des suspensions de 
bacilles vivants. 


Ayant effectué l’épreuve aux bacilles tués chez un certain nombre 
d’individus au cours de recherches sur les méthodes indirectes de dia- 
gnostic de l’infection tuberculeuse et encore qu’il soit nécessaire de 


(3) La tuberculine dite « purifiée » de l'Institut Pasteur peut étre utilisée 
a la concentration de 10.000 unités par centimétre cube. 
(*) Travail effectué avec Vaide de la Caisse nationale de Sécurité sociale. 
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compléter les premiéres investigations par de nombreux controles, 
nous avons cru devoir rapporter dés maintenant les résultats obtenus. 

La technique adoptée pour obtenir la pénétration des germes dans 
le tissu conjonctif dermique a été celle de A. Frappier et Ri ‘Guy @): 
Scarification du tégument a travers I goutte de suspension a laide 
d’une aiguille pleine, ce qui permet des effractions trés réguliéres et 
a peu prés identiques entre elles, quelle que soit la résistance de Vépi- 
thélium du revétement. 

Aprés avoir utilisé le vaccin BCG vivant (vaccin pour scarification 
de l'Institut Pasteur que nous faisions pénétrer soit par piqutre 
a laiguille pleine [méthode type Trambusti-Savonen], soit par scari- 
fication [technique précitée]), nous avons abandonné les suspensions 
de germes vivants. 

En effet, on constatait, surtout avec la méthode par piqdre et 
comme l’avaient vu Chaussinand, puis plus récemment Weill-Hallé, 
aprés injections intradermiques des suppurations parfois importantes 
et trainantes, véritables petits abcés froids suivis de cicatrices durables : 
d’autre part, l’introduction de ces germes réalisait une véritable vacci- 
nation modifiant les réactions de l’organisme et rendant difficiles cer- 
taines observations (en particulier sérologiques) que nous désirions 
faire. On se trouvait par ailleurs obligé, lorsqu’elles précédaient une 
vaccination normale, d’effectuer celle-ci immédiatement sous peine de 
voir apparaitre aprés elle des réactions importantes. 

Nous rapporterons seulement ici les résultats obtenus avec une sus- 
pension de bacilles morts. 

L’épreuve consistait en une scarification non saignante (apparition 
du derme rosé et léger piqueté rougedtre) effectuée avec une aiguille 
de phonographe a travers une goutte de suspension de BCG a 75 mg 
par millilitre, tué par chauffage 4 100° au bain-marie une heure, et 
conservée ensuite au réfrigérateur 4 + 4°. Lecture le deuxiéme et le 
sepliéme jour et, pour beaucoup de réactions, observation au cours 
des semaines suivantes. Positivité appréciée en notant l’importance de 
l’infiltration palpable et éventuellement la présence de crotites et sup- 
puration. 

Cette épreuve bacillaire effectuée chez 372 sujets apparemment nor- 
maux a donné les résultats suivants : 

Chez 209 sujets réagissant a la tuberculine, la réaction a toujours 
été positive. 

Sur 161 sujets pour lesquels les épreuves tuberculiniques (effectuées 
soit avec une méthode a l’aiguille correspondant au moins 4 50 unités, 
soit par intradermo-réaction de Mantoux 4 100 unités) étaient néga- 
tives, 36 ont réagi nettement a l’épreuve bacillaire, soit 22,3 p. 100. 

Il n’est pas sans intérét de moter que, dans les pays ot. la méme 
recherche a été effectuée par diverses méthodes utilisant des bacilles 
vivants, les taux de positivité chez les sujets non sensibles 4 la tuber- 
culine ont été voisins de ceux trouvés par nous (Rosemberg : sur 
377 sujets 27,6 p. 100 ; Andenoes, sur 111 sujets 17,1 p. 100 ; A. Frap- 
pier et R. Guy, sur 626 sujets 22,9 p. 100). 


(1) Nous Vavons vu pratiquer au Canada par A. Frappier et R. Guy, 
que nous tenons a remercier ici pour Jeur si aimable accueil. 
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La queslion a élé posée de savoir si les suspensions de bacilles morts 
donnaient des résultats comparables 4 ceux obtenus avec des germes 
vivants. 

Chaussinand réalise une épreuve satisfaisante avec une suspension 
de diverses souches de bacilles de Koch ou de BCG tués contenant 
0,1 mgi pour 0,1 ml. 

Thomassen, par la méthode des piqdres, a obtenu des différences 
notables entre les suspensions tuées et vivantes, Uvstedt indiquait 
qu’on obtenait les mémes résultats en remplagant Ja suspension a 
20 mg par millilitre de BCG vivant par celles contenant 50 mg 
de BCG ou de bacilles tuberculeux humains virulents tués a 100°. 
A. Frappier et R. Guy opérant sur un petit nombre de cas notaient 
des réactions un peu moins fortes et moins persistantes avec des 
suspensions de germes tués (concentration 4 10 mg). 

Nos constatations conduisent 4 admettre que la forte concentration 
de 75 mg de germes tués révéle un pourcentage de sujets sensibles 
voisin de ceux trouvés avec les bacilles vivants avec des concentrations 
nettement plus faibles (0 4 25 mg taux optimum pour A. Frappicr 
et R. Guy). 

I] était utile d’étudier le comportement des sujets aux différents 
ages. ‘ 

Nous avons obtenu des réactions positives aux taux suivants : chez 
Venfant 10 p. 100, chez l’adulte 25 p. 100, chez le vieillard 100 p. 100. 

Une telle constatation ne saurait étonner si l’on admet que 1|’épreuve 
bacillaire révéle une infection tuberculeuse latente. Elle pourrait étre 
aussi considérée comme un argument en faveur de la persistance de 
cette infection latente, contrairement A ce que certaines investigations 
effectuées avec la tuberculine avaient fait admettre. De telles observa- 
tions révélant une infection que l’absence d’allergie tuberculinique 
conduirait 4 écarter, doivent contribuer 4 une meilleure interprétation 
de la signification de certaines formes de tuberculose, comme le mon- 
traient récemment A. Dufourt et J. Brun (2). 

Nous avons étudié également lépreuve bacillaire chez 45 sujets 
vaccinés au BCG par scarifications et constalé les faits suivants : 

Les réactions vaccinales, ainsi qu’on pouvait le prévoir, ont été nette- 
ment plus importantes et plus fréquentes chez les sujets dont le tégu- 
ment réagissait au contact de la suspension bacillaire. 

Si l’on considére comme des réactions fortes celles comportant une 
infiltration importante avec suppurations et crotites des zones scari- 
fiées et adénopathies satellites notables (bien que toujours spontané- 
ment et assez rapidement résorbées), on les observe A un taux de 
53 p. 100 lorsque l’épreuve était positive et de 13,3 p. 100 quand elle 
était négative. Mais la différence apparait plus nettement en tenant 
compte de l’importance de la positivité de 1’épreuve : forte, elle corres- 
pond 4 83,3 p. 100 de réactions, faible et tardive, A 8,3 p. 100. De 
méme pour les négatives : les infiltrations douteuses fugaces que ]’on 
doit considérer comme réactions négatives correspondent A 28,5 p. 100 
de réactions, celles complétement et constamment négatives A 5 p. 100. 

Ainsi une épreuve bacillaire positive pourra faire prévoir l’intensité 


(2) A. Durourr et J. Brun, Concours médical, 1949, 7A, 407. 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 353 


de la réaction vaccinale mais il arrivera qu’elle ne se produira pas ou 
qu une épreuve négative sera suivie d’une réaction notable. 

Si Von recherche les conditions d’acquisition de Uallergie en fonction 
de l’épreuve préalable aux bacilles, on observe des discordances encore 
plus importantes. 

Des réactions tuberculiniques effectuées deux mois aprés la vaccina- 
tion ¢taient fortement positives dans 33 p. 100 des cas et moyennement 
dans 47,7 p. 100, douteuses dans 16,6 p. 100 chez les sujets ayant eu 
une épreuve bacillaire pré-vaccinale positive. Chez ceux pour lesquels. 
elle avait été négative, on reléve aprés vaccination une allergie tuber- 
culinigue forte dans 26,9 p. 100 des cas, moyenne dans 57 p. 100, dou- 
teuse dans 7,4 p. 100. , 

A s’en tenir 4 nos constatations, il n’y a pas de rapport entre la 
réaction cutanée aux bacilles BCG morts avant vaccination et 1’intensité 
de l’allergie tuberculinique acquise par vaccination par le BCG vivant. 

Si l’on étudie le phénoméne de |’activation post-vaccinale des épreuves 
tuberculiniques effectuées avant vaccination, on note qu’il a été observé 
six fois chez des sujets ayant une épreuve bacillaire positive avant vac- 
cination. dix-sept fois chez ceux pour lesquels elle était négative. 

En résumé : Une épreuve cutanée a été effectuée chez 417 sujets par 
scarification A l’aiguille pleine a travers I goutte de suspension de 
bacilles BCG tués par chauffage A 100°. 

Elle a toujours été positive lorsque les réactions cutanées tubercu- 
liniques étaient également positives. 

Chez les sujets ne réagissant pas 4 la tuberculine l’épreuve a été 
positive dans 22,3 p. 100 des cas. Les taux de positivité étaient minima 
chez l’enfant et maxima chez les vieillards. Il y a toutes raisons 
d’admettre qu’elle révéle bien la proportion d’infectés latents non 
sensibles & la tuberculine. 

Une épreuve aux bacilles positive est suivie beaucoup plus souvent 
de réactions vaccinales locales notables que lorsqu’elle est négative, 
mais celles-ci peuvent étre observées chez des sujets ne réagissant pas 
aux suspensions bacillaires avant vaccination. 

Il ne parait pas y avoir de rapport entre la réaction cutanée aux 
bacilles morts et l’intensité de J’allergie tuberculinique acquise par 
vaccination, non plus qu’avec l’activation vaccinale d’épreuves tubercu- 
liniques faites avant vaccination. 

L’épreuve cutanée aux suspensions de bacilles morts mérite de 
prendre place A cété de celles effectuées avec la tuberculine pour déceler 
Vinfection tuberculeuse latente (3). 


(Hépital d’Instruction Desgenettes et Laboratoire d’Hygiéne 
de la Faculté de Médecine de Lyon.) 


(3) On trouvera la bibliographie relative a cette question et, en particulier, 
les références relatives A tous les noms cités ci-dessus, dans le récent et trés 
complet travail de A. Frappier et R. Guy (Canadian Publ. Health Ale 
1950, 44, 72) et dans celui de R. Sohier et R. Kourilsky : Méthodes indirectes 
‘de diagnostic de Vinfection tuberculeuse, Rapport du Congres de Biologie 
Clinique, Lyon, 1950, 4 paraitre prochainement dans les Annales de Biologie 


clinique 1950. 
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SUR L’EXTRACTION DES HUMATES 
ET L’EMPLOI DE CES EXTRAITS DANS LES MILIEUX 
DESTINES A LA CULTURE DES MICROBES DU SOL 


par Hirsnse WINOGRADSKY. 


S. Winogradsky (1), dans sa méthode d’examen direct du sol, s’est 
servi, en 1926, pour déterminer la population microbienne humivore, 
d’un extrait d’humates de calcium. En 1932 et a partir de 1934, le 
méme auteur s’est servi d’un extrait d’humates dans la lessive de 
potasse A 10 p. 100, conservé en solution alcaline, qu’il ajoutait aux 
milieux destinés A la cullure des Azotobacter ect des nitrificateurs a 
raison de V gouttes par litre de milieu. Cette addition semblait sti- 
muler les pullulations. 

Voici, bri¢vement résumés, les deux modes dextraction : 

Eziraetion par la lessive de potasse a 10 p. 100. — A. 100 g de 


Ss 
terreau (fumier consommé cu terreau de couches), ajouter 100 cm? de HCl 
a peu prés N ; 

Laisser macérer pendant vingt-quatre heures en remuant de temps en 
temps. Décanter ; 

Ajouter 250 cm? de KOH a 10 p. 100. Bien remuer, puis laisser déposer. 
Décanter ; 

Ajouter HCl (méme concentration que ci-dessus) goutte 4 goutte jusqu’a 
réaction acide. Agiter. Il se forme un précipité brunatre, floconneux, qu’on 
laisse déposer. On décante Je liquide surnageant. On lave avec de leau 
distilée A plusieurs reprises ; 

Dissoudre le précipité dans la lessive de potasse, reprécipiter par l’acide 
chlorhydrique comme ci-dessus 4 plusieurs reprises. On filtre sur Buchner, 
en Javant avec de Veau distillée chaude. 


On répéte cette opération avec 7 ou 8 lots de 100 g de terreau et on 
dissout les humates obtenus dans 250 cm* de lessive de potasse N/10, 
car il est malaisé d’opérer avec plus de 100 g de terreau. 

Pour avoir une idée de la concentration approximative de la solu- 
tion de l'ensemble des précipités, on séche un des lots jusqu’’ poids 
constant et lon en déduit le poids approché d’humate total dissous. 

On stérilise la solution 4 l’autoclave. Nous avons constaté qu’eile se 
conserve trés bien en flacon bouché hermétiquement. 


Extraction des humates de calcium. — A 10 g de terreau (ou nimporte 
quel échantillon de terre riche en matiéres végétales décomposées) on 


ajoute 200 em? de HCl 41 p. 100 et on laisse macérer pendant. vingt-quatre 
heures. Décanter et laver ; 


’ 

Ajouter 100 cm? de NH, a peu prés N sur le sédiment. Laisser macérer 
a Pétuve vingt-quatre heures. Filtrer (ou centrifuger). Chauffer le filtrat au 
bain-marie pour éliminer NH, en excés en ajoutant de Veau distillée, si 


(1) S. Winocrinsxy, Microbiologie du sol, ouvres completes, Paris, 1949, 
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nécessaire, pour éviler que la solution se concentre. On étend avec 
de Yeau et on précipite par addition de 10 g de chlorure de calcium. On 
filtre sur Buchner et on lave jusqu’é disparilion de l’exces de chlorure ; 

Mettre le précipité en suspension dans 50 cm? d’eau distillée environ. 
On stérilise 4 l’autoclave et an conserve au frigidaire en flacon bouché 
hermétiquement. 


Les humates ayant une composition tres variable (2), une partie du 
précipité risque d’étre redissoute au dernier lavage, il est done préfé- 
rable de ne pas prolonger l’opération outre mesure. Si, dans ce cas, 
on constate que le filtrat est trés fortement coloré, on ajoute A une 
petite quantité de ce liquide du chlorure de calcium ; s’il se forme un 
précipité on reprécipite la totalité du filtrat comme ci-dessus. On essaye 
de méme avec |’ammoniaque. 

Divers auteurs ont employé plusieurs méthodes différentes pour 
Vextraction des humates. Nous avons décrit celle que nous avions 
utilisée parce qu’elle nous a paru donner de bons résultats. 

Les deux extraits, dont nous venons de décrire la préparation, 
peuvent étre employés suivant les cas. 

L’extrait alcalin présente l’avantage d’étre trés difficilement conta- 

minable, donc facile 4 conserver, mais il augmente fortement le pH du 
milieu auquel il est ajouté. 
_ Par contre, l’extrait 4 ’humate de calcium, en suspension aqueuse, 
est plus difficile 4 conserver. Il faut le surveiller et le restériliser. Son 
emploi serait indiqué pour la culture d’espéces microbiennes prove- 
nant de terrains calcaires. 

Dans notre cas particulier, son emploi nous intéressait pour la culture 
de certains Actinomycétates dont il sera question dans la communica- 
tion suivante. 


(Institut Pasteur. Service de M. Dusarric DE LA RiviktRe.) 


LIVRES REGUS 


H. J. Parish. — Notes on Communicable Diseases of laboratory Animals. 
E. and S. Livingstone Ltd, Edinburgh, 1950, 69 pages, 19 x 13 cm. 


Cet ouvrage, de la taille d’une brochure et animé des meilleures 
intentions, expose de faccn condensée et schématique les maladies dont 
sont susceptibles d’étre atteints les animaux de laboratoire ainsi que 
les remédes A y apporter. Il s’agit malheureusement d’une énumeération 
assez seche qui n’est relativement complete que pour les maladies 
bactériennes. Les maladies 4 virus, si importantes pour les animaux de 
laboratoire, y sont A peine mentionnées et certaines, parmi les plus 
importantes, passées sous silence. I] est 4 souhaiter, dans une édition 
ultérieure, que cet ouvrage, dont le principe est excellent, soit revu 


et larcement complété. 
: is Py. 


(2) S. A. Waxsman, Humus, Baltimore, 1938. 
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Report of the Medical Research Council for the years 1945-1948, His 
Majesty’s Stationery Office, London, 1949, 283 pages, 24x15 cm. 
Prix 215) shi 


Exposé des recherches poursuivise en Grande-Bretagne de 1945 a 1948 
sous l’égide du Medical Research Council. Il s’agit d’un rapport officiel 
ot l’on trouvera une documentation utile sur les sujets traités et sur 


les travailleurs qui ont participé a ces recherches. 
123 Ibn 


Ludwig Kratz. — Die Glaselektrode und ihre Anwendungen. 1 vol., 
377 pages, 77 fig. Dietrich Steinkopff, édit., Frankfurt/Main, 1950. 
Prix : broché, D. M. 41,50; relié, D.M. 44. 


Aprés quelques considérations générales sur le pH, l’auteur étudie 
les fondements et les méthodes de la mesure du pH au moyen des élec- 
trodes de verre, puis l’emploi de celles-ci dans les différents domaines 
de la chimie (en particulier de la chimie des colloides), en biologie, 
en bactériologie, en physiologie et en médecine. Une bibliographie de 
36 pages, donnant la liste des travaux depuis 1875, compléte le volume. 

‘ Pie 


Hans Schmidt. — Fortschritte der Serologie. Lieferung 1. 1 vol. 64 pages, 
6 fig. Dietrich Steinkopff, édit., Frankfurt/Main, 1950. Prix : 
DI MG: 


Premier fascicule de ce travail, dont les autres suivront tous les mois, 
et qui étudie les antigénes (genéralités, spécificité), les anticorps 
(nature, caractéristiques physiques, purification, formation, anticorps 
artificiels), la fixation de l’anticorps sur l’antigéne et enfin certaines 
réactions sérologiques particulitres : hémagglutination, bactériolyse, 
anticorps anti-enzymes, etc. 

Piel 


Le Gérant : G. Masson. 


Dépét légal. — 1950. — 3* Trimestre. — Numéro d’ordre 1136. — Masson et Cie, édit., Paris. - 
Ancte Imp. de la Cour d’Appel, 1, rue Cassette, Paris. 


} SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES DE LANGUE FRANCAISE 
institut Pasteur, 25, rue du Docteur- Roux, Paris, 15°.) 


EXTRAIT DES STATUTS : 


tticle” premier, — L/’association dite Association des Microbiologistes. 
@uangue Frangaise, fondée en 1937, & Paris, a pour but de grouper les 
cobiologistes de langue francaise et de créer entre eux un lien. Elle 
mm siége a Paris. 

Wassociation se compose de membres nationaux et de membres 
mgers de toutes langues. 
‘langue frangaise est la langue officielle des Congrés de 1’Association 
elle de la publication de ses travaux. * ; 
vt. 2. — L’A.M.L. F. est instituée uniquement pour l’étude et la 
{ussion .en commun de toutes les disciplines relevant de la science 
rrobiologique. f 

hrt. 8. — Les membres nationaux de 1’A.M.L.F., ainsi que les 
bres étrangers résidant habituellement en France constituent la Sec- 
|| francaise de 1’A. M. L. F. ou SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIO- 
rxIE. La Section francaise de 1’A. M. L. F. recoit dans l’intervalle des 
grés une délégation permanente du Conseil de 1’A. M. L. F. Son activité 
irégie par un réglement intérieur, approuvé par l’Assemblée Générale. 
rrt. 4. — La Section francaise de 1’A. M. L. F. ou SOCIETE. FRANCAISE 
| MICROBIOLOGIE, constitue de plein droit la Section francaise de 
ssociation internationale de Microbiologie. . 

prt. 5. — Peut faire partie de 1]’Association toute personne remplissant 
5 fonction. scientifique dans un laboratoire de microbiologie (microbio- 
je pure ou appliquée, bactériologie, pathologie infectieuse, immuno- 
ae, sérologie, chimiothérapie, cancérologie), ou ayant publié des travaux 
entifiques de microbiologie.: 

tpt. 28. — Publications — Les publications des travaux exposés dans 
'séances mensuelles se font dans les conditions et selon les modalités 
idées par le Bureau de la Section frangaise. 

.@ Bureau peut refuser de publier tout travail ou communication, qui 
serait pas conforme aux buts de l’association ou au caractére de ses 
blications. Ses décisions sont sans recours. 

irt. 27. — Les auteurs des communications et démonstrations devront 
e membres de |’Association. Les étrangers 4 l’Association ne seront 
eptés comme auteurs que s’ils ont pour co-signataire un membre de 
ssociation, ou s’ils ont été invités par le Bureau & faire une communi- 
ion, ou si un membre de l’Association ayant assisté aux recherches 
portées se charge de discuter le travail en séance. 


in dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
r INAssemblée Générale sur la proposition du Bureau, |’ Associa- 
n se réunit en séances consacrées 4 des communications scien- 
ques, le premier jeudi de chaque mois (aodt et septembre 
‘eptés), ad 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre 
l'Institut Pasteur ; elles sont publiques. 

es membres désirant présenter des communications sont priés 
n aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le titre, 
ur permettre |’établissement de l’ordre du jour de la réunion. _ 
te texte des communications doit étre remis a la séance, établi 
varietur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 


hes auteurs cités sera Mable. eantaenbnene aux regles 2 
l’Association Internationale de “Microbiologie, dans lordre- s 
-nom de l’auteur, tifre du périodique (en abrégé et en ital 
année de publication, tome (en chiffres arabes gras), page. 
signes t., p., etc., sont supprimés. Les abréviations des no 
périodiques courants figurent sur une liste qui sera. adressée 
auteurs, sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent 
remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en rés 
des délais de publication. La Rédaction se charge, le cas éch 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clic 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adres 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parution 

le numéro suivant des Annales de P Institut Pasteur. 


, ) \ 


Le Seerétaire général : P. Lépine. 


Séance du 6 Juillet 1950. 
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par, Prerss -LEePine’ et; Tace STRUNGE. 14.3.5) \rauienie, im ety PHI oie a 3 


Siructure alvéolaire des Spherophoracex mise en évidence sur lame par les — 
solvants des lipides, par A.-R. Prévor, P. Tarvirux et M. Raynaup. . ... 3 
Etude d'une nouvelle espéce anaérobie tellurique api tt Clostridium 4 
amylolyticum n. sp.. par A.-R. Prévor et R. Satssac. .. . hes at ota 
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